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Preclinical analysis of compounds with anti-tumor capacity in urothelial cáncer  
Introduction 
Urothelial cáncer is the ninth most common cancer worldwide and represents the 
second most frequent tumor of the genitourinary system, affecting 430,000 people 
per year and resulting in more than 165,000 deaths annually. Covering 90% of the 
cases, transitional cell carcinoma (TCC) is the most common bladder tumor type. At 
diagnosis, approximately 70% of the TCCs are non-muscle invasive urothelial 
carcinomas (NMIUC) whereas the other 30% represent muscle-invasive urothelial 
carcinomas (MIUC). Even though both carcinoma types originate from the 
urothelium, they show different clinical characteristics. NMIUC shows a favorable 
prognosis, but displays a high recurrence incidence (50-70 %) with tumor 
progression towards invasive tumors in approximately 15% of the cases. With 
respect to MIUC, frequent metastatic spreading is an important problem resulting in 
poor prognosis with very low 5-year survival rates (lower than 6%) from the 
moment of diagnosis. Standard treatment of NMIUC consists of transurethral 
resection (TUR) of tumor, regularly or commonly followed by adjuvant intravesical 
chemotherapy or immunotherapy. For MIUC, additional to conventional 
chemotherapy (gemcitabine and cisplatin) and radical surgery (cystectomy), no 
therapeutic improvements have been developed since 1970, with the exception of 
immune checkpoint inhibitors proposed very recently. Consequently, we face two 
important challenges in the management of urothelial carcinoma: first, the 
identification and characterization of predictive biomarkers of the tumor evolution 
for NMIUC, and second, the development of new efficient and personalized 
therapies based on the characteristics of the primary tumor for MIUC. Accordingly, 






evolution/progression of these subtypes is essential, as well as the availability of 
predictive biomarkers of response to a widespread battery of specific treatments.  
Objective 
The main objective of this project is to provide the scientific support the basis for 
a new therapeutic approach in urothelial cancer. The hypothesis of this work is the 
use of a CDK4/6 inhibitor, palbociclib, in combination with the currently used 
cisplatin chemotherapy as a better alternative therapy for patient´s survival. 
Results and conclusions 
To evaluate the effect of palbociclib in vitro, several urothelial carcinoma cell 
lines were assayed. As the main known target in CDK4/6 signaling is pRB, we 
included cell lines with and without RB1 mutation (RB1 mut and RB1 wt, 
respectively). All evaluated cell lines showed sensibility to CDK4/6 inhibition by 
palbociclib regardless their RB1 gene status. Nonetheless, when analyzing the cell 
cycle effect of this inhibitor, a different behavior was observed between cells with 
RB1 wt or RB1 mut. In particular, the cell cycle of RB1 wt cells was blocked in the 
G1 phase. In contrast, RB1 mut cells were blocked in the G2/M phase. These 
differences were corroborated with protein analysis. In vivo experiments, using 
xenograft models established by inoculation of cell lines in immunodeficient mice, 
also demonstrated the efficacy of palbociclib treatment independent of the RB1 
status of the generated tumor. Treated tumors showed diminished proliferation as 
well as mitosis and induction of apoptosis. Subsequent transcriptomic studies 
revealed FOXM1 transcription factor as a key regulator in the transcriptomic 
changes observed after palbociclib treatment. These results were further confirmed 
by biochemical analysis of the tumors obtained from the xenograft models, showing 
a decrease in the phosphorylated form of FOXM1 after treatment with palbociclib. 
Additionally, CDK4 silencing by using shRNA in two cell lines led to a decrease in 




sensitivity of those cell lines to palbociclib, emphasizing that FOXM1 represents an 
indirect target of CDK4/6 inhibition by palbociclib treatment. 
We also demonstrated that high levels of FOXM1 expression is associated with 
malignancy, recurrence and a higher grade as well as histological stage of the tumor 
in NMIUC. Consequently, we propose that FOXM1 could be a predictive biomarker 
for therapeutic response to palbociclib treatment. 
In clinical practice, standard treatment for MIUC patients consists of 
chemotherapy containing a high dose of cisplatin. However, because of 
comorbidities due to the patients´ age, many are not eligible for this therapy. 
Besides, it has previously been described that FOXM1 confers resistance to cisplatin, 
raising our interest in studying the effect of combined treatment with palbociclib 
and cisplatin. In vitro experiments showed a clear synergistic interaction, achieving 
a significant decrease in the IC50 corresponding to cisplatin in all cell lines 
evaluated for treatment with palbociclib. In vivo experiments using xenograft 
models demonstrated that the combined treatment produced a significant reduction 
in tumor growth, with a reduction in phosphorylated FOXM1 protein, decreased 
proliferation and induction of apoptosis. In order to be able to confirm the efficacy 
of a combination of those therapies in a more physiological context and similar to 
patients with urothelial carcinoma, a transgenic MIUC mouse model was generated, 
established by the deletion of 3 tumor suppressor genes (Rb1, Pten, and Trp53) in 
the basal urothelial cells (Keratin 5 positives) from animals deficient in Rbl1. 
Combined treatment with palbociclib and cisplatin using this mouse model showed 
again efficacy independent of the RB1 status, which was validated by an increase in 
apoptosis markers and a decrease in markers related to tumor proliferation. A 
decrease in phosphorylated FOXM1 as well as the expression of multiple genes 
dependent on this transcription factor upon the treatment was found, confirming all 






Taken together, these results offer a rational basis for possible clinical studies 
including urothelial carcinoma patients treated with palbociclib, either alone or in 
combination with cisplatin. We also propose the determination of FOXM1 







evolución/progresión y disponer de biomarcadores predictores de respuesta a una 
gran batería de tratamientos personalizados.  
 
Objetivo 
El objetivo principal de este proyecto es presentar datos científicos que apoyen las 
bases para un nuevo enfoque terapéutico en el cáncer urotelial. La hipótesis de 
trabajo es que el uso del inhibidor de CDK4/6, palbociclib, en combinación con el 
quimioterápico cisplatino utilizado actualmente, puede ser una mejor alternativa 
terapéutica para la supervivencia del paciente. 
Resultados y conclusiones 
Para evaluar el efecto de palbociclib in vitro, se analizaron varias líneas celulares 
de carcinoma urotelial. Debido a que sabemos que la diana principal en la 
señalización de CDK4/6 es pRB, se emplearon para dicho estudio líneas celulares con 
y sin mutación en RB1 (RB1 mut y RB1 wt, respectivamente). Todas las líneas 
celulares evaluadas mostraron sensibilidad a la inhibición de CDK4/6 por el 
inhibidor palbociclib, independientemente del estado mutacional de RB1. Sin 
embargo, al realizar análisis de ciclo celular entre las células RB1 wt y RB1 mut 
encontramos comportamientos diferentes. En los genotipos RB1 wt, la parada de 
ciclo celular tuvo lugar en la fase G1. Sin embargo, las células RB1 mut el 
tratamiento con palbociclib la parada se produjo en la fase G2/M. En experimentos in 
vivo, realizando xenoinjertos mediante la inoculación de líneas celulares en ratones 
inmunodeficientes, también se demostró la efectividad del tratamiento con 
palbociclib independientemente del estado de RB1 del tumor. Los tumores tratados 
presentaron disminución de proliferación, reducción de mitosis e inducción de 
apoptosis. Los análisis de estudios transcriptómicos realizados en células tratadas con 
palbociclib revelaron a FOXM1 como el regulador clave de los cambios observados 




mediante análisis bioquímicos de los xenoinjertos, donde observamos una 
disminución de la forma fosforilada de FOXM1 producida por el tratamiento con 
palbociclib. Adicionalmente comprobamos que el silenciamiento de CDK4 
empleando shARN en dos líneas celulares provocaba una disminución de la forma 
fosforilada de FOXM1 y de manera concordante al aumentar la expresión de FOXM1 
obtuvimos un aumento de sensibilidad al palbociclib en ambas líneas, corroborando 
por lo tanto que FOXM1 es una diana indirecta de la inhibición de CDK4/6 por 
tratamiento con palbociclib. 
 Al evaluar la expresión de FOXM1 en una serie de muestras de pacientes con 
CUNMI encontramos que, el aumento de expresión de FOXM1 está asociado con 
malignidad, recurrencia y mayor grado y estadio histológico de los tumores. Con 
estos resultados podemos sugerir que FOXM1 podría ser empleado como un 
biomarcador predictivo para la respuesta terapéutica al tratamiento con palbociclib.  
El tratamiento estándar para pacientes con CUMI, consiste en quimioterapia con 
altas dosis de cisplatino. Sin embargo, debido a las comorbilidades de los pacientes, 
muchos no son elegibles para esta terapia. Además, anteriormente se ha descrito que 
FOXM1 confiere resistencia al cisplatino, lo que justifica nuestro interés en estudiar 
el efecto del tratamiento combinado con palbociclib y cisplatino. Los resultados de 
experimentos in vitro mostraron una fuerte interacción sinérgica, permitiendo 
disminuir considerablemente las dosis correspondientes de cisplatino en todas las 
líneas celulares evaluadas, por el tratamiento con palbociclib. En los ensayos in vivo 
mediante xenoinjertos se demostró que el tratamiento combinado produjo una 
reducción significativa del crecimiento tumoral, con una reducción de la proteína 
FOXM1 fosforilada, un menor nivel de proliferación y una inducción de apoptosis. 
Para poder comprobar la eficacia de la combinación de ambos compuestos en un 
contexto más fisiológico y parecido a los pacientes con CU utilizamos un modelo de 
ratón transgénico de CUMI generado mediante la deleción de 3 genes supresores 
tumorales (Rb1, Pten, y Trp53) en las células uroteliales basales (Queratina 5 






y cisplatino en el modelo animal demostró nuevamente su efectividad independiente 
del estado de RB1, validado por un aumento de marcadores de apoptosis y por la 
disminución de marcadores relacionados con la proliferación tumoral. Estos 
resultados fueron a su vez reforzados al encontrar que los tumores de ratón tratados 
mostraron una reversión de los patrones de expresión génica de las células tumorales, 
incluida una disminución de FOXM1 fosforilada y de la expresión de múltiples genes 
dependientes de este factor de transcripción, corroborando los datos obtenidos 
anteriormente. 
En conjunto, estos resultados ofrecen una base racional para posibles ensayos 
clínicos en pacientes de CU empleando palbociclib, sólo o en combinación con 
cisplatino, y proponiendo la determinación de los niveles de FOXM1 como posible 
biomarcador predictivo de respuesta a dichos tratamientos. 
 















El cáncer es un conjunto de patologías caracterizadas por el crecimiento 
descontrolado de células, que conlleva la formación de tumores o neoplasias y su 
posterior diseminación a distintos órganos, lo que provoca en muchos casos la 
muerte del paciente 1. En España el cáncer es la segunda causa más frecuente de 
fallecimiento, y debido a que las estimaciones poblacionales indican que el número 
de nuevos casos aumentará en un 70% en las próximas dos décadas, hacen de esta 
enfermedad un problema social importante 2–4. 
1. Cáncer de Vejiga. 
El cáncer vesical/urotelial o de vejiga (CU o CV) representa el noveno tipo de 
cáncer más frecuente a nivel mundial y el segundo más frecuente del aparato 
genitourinario, con 500.000 nuevos casos diagnosticados en 2018 y más de 200.000 
muertes anuales 5–7. Según la base de datos GLOBOCAN 2018, en España el cáncer 
urotelial representa el 12% de los tumores del sexo masculino y el 3 % de los 
femeninos. La incidencia de este cáncer en nuestro país es de las más altas del 
mundo, siendo el quinto tumor más frecuente. En 2017 en España fallecieron 5.000 
personas por su causa con una edad media de fallecimiento por CU de 72 años entre 
los hombres y 75 entre las mujeres 8. 
Aunque hoy en día no se ha encontrado ningún factor determinante para el 
desarrollo del cáncer de vejiga, diversos estudios lo han asociado a algunos de los 
factores de riesgo como el consumo de tabaco y la exposición a sustancias 
cancerígenas (del tipo aminas aromáticas encontradas en la industria del caucho, 
tintes u otros productos derivados del petróleo) 9,10. Otro factor de riesgo es la edad; 
con una edad media en el momento del diagnóstico de 69 años para los hombres y 71 
para las mujeres 9,10. En cuanto al género, los hombres tienen de 2 a 3 veces más 




tumores más avanzados y de peor pronóstico. También se ha visto que las infecciones 
continuadas, ya sean cistitis, cálculos en el tracto urinario o infecciones por el 
parásito Schistosoma (propia del norte de África), y en general todas las infecciones 
crónicas del tracto urinario podrían contribuir a una inflamación crónica del epitelio 
urotelial y aumentar la probabilidad de desarrollar CU 6,9–14. 
1.1. Características Clínico-patológicas de tumores uroteliales. 
Dentro de los distintos tipos de cáncer, el carcinoma urotelial es una neoplasia 
maligna que se origina a partir de las células epiteliales del urotelio. Este tejido 
conforma la capa epitelial (mucosa) de los órganos del tracto urinario inferior (los 
uréteres, la vejiga y la uretra), así como parte de la pelvis renal 15,16. 
Histológicamente, más del 93% de los tumores de vejiga son carcinomas uroteliales 
originados en las células que recubren la pared interna de la vejiga (epitelio de 
transición). Además de los carcinomas de células de transición y los carcinomas de 
células escamosas (4%), en la vejiga se pueden formar adenocarcinomas (2%), 
carcinomas de células pequeñas (1%) y sarcomas (<1%) 17. Estos carcinomas de 
células transicionales (TCC) poseen características similares a los carcinomas 
uroteliales originados en otras áreas de las vías urinarias (pelvis renal, uréteres y 
uretra). Sin embargo, el carcinoma urotelial es una enfermedad muy heterogénea, ya 
que oscila desde tumores superficiales papilares bien diferenciados a tumores 
pobremente diferenciados e invasivos 17–19. 
1.1.1. Tumores superficiales de vejiga. 
La clasificación de los tumores uroteliales tiene particular importancia en los tipos 
de tumores no invasivos ya que son el tumor diagnosticado con mayor frecuencia en 
pacientes (75%). Según el sistema Tumor-Nodo-Metástasis (TNM) los carcinomas 
uroteliales no músculo invasivos (CUNMI) se pueden englobar en dos categorías 
según su crecimiento: papilar o plana (Figura 1). Los carcinomas planos crecen en la 
pared de la vejiga, sin invadir la luz de la vejiga ni los tejidos conectivos y musculares 




invasivo (Tis) o carcinoma plano in situ (CIS). Los carcinomas papilares no invasivos 
son masas tumorales que crecen hacia la luz de la vejiga. Dependiendo de si existe 
invasión del tejido conectivo de la vejiga se subdividen en Ta, donde no hay invasión 
del tejido conectivo y T1, donde el tumor ha crecido hacia el tejido conectivo pero 
no ha alcanzado la capa muscular 19,20. 
 
Este tipo tumoral muestra una alta incidencia de recurrencia (75%), o reaparición 
de tumores vesicales, con un alto riego de progresión tumoral hacia tumores 
invasivos. Este riesgo de progresión se halla fuertemente asociado al grado 
histológico (grado de diferenciación celular) y al estadio clínico. La presencia de 
invasión vascular o linfática en un tumor T1 es un signo adverso, que se asocia 
frecuentemente con progresión a un tumor infiltrante en un período de tiempo de 
uno o dos años 21. Los tumores Tis/CIS, frecuentemente son más agresivos y el riesgo 
de progresión es mayor. Otros factores reconocidos como características de 
 
Figura 1. Estadificación del CUNMI. Se muestra la estadificación del cáncer de vejiga según el 




progresión a tumor invasivo son la multifocalidad tumoral, la recidiva de la 
enfermedad en los tres primeros meses de seguimiento, y en menor medida, el 
tamaño tumoral y la presencia de displasia en otras zonas de la vejiga 22,23. 
1.1.2. Tumores infiltrantes de vejiga. 
Alrededor de un cuarto de los pacientes con CU tienen un tumor que invade la 
pared muscular de la vejiga (CUMI). Estos tienen una clasificación más extensa en el 
sistema TNM desde estadios T2 a T4 (Figura 2). La masa tumoral invade la capa 
muscular de la vejiga y así progresivamente hasta el estadio T4 , en el que se produce 
la invasión de los órganos que rodean la vejiga, como la próstata (en varones), el 
útero y/o vagina (en mujeres) 19,20.  
 
La supervivencia a 5 años a partir del diagnóstico para tumores con estadio T2 es 
cercana al 60%, frente a un 10-30% en los tumores con afectación de grasa 
perivesical (T3) u órganos vecinos (T4). Además, en más de la mitad de casos, los 
estadios avanzados T3-T4 se asocian a afectación ganglionar. La presencia de 
 
Figura 2. Estadificación del CUMI. Se muestra la estadificación del cáncer de vejiga según el 




metástasis proximales o distales se asocia a una supervivencia extremadamente baja 
(alrededor de un 5%). A diferencia de los CUNMI, el papel pronóstico del grado 
histológico es muy limitado en los pacientes con CUMI, pues prácticamente en casi 
todos los casos se trata de tumores de alto grado (pobremente diferenciados) 22,23.  
1.1.3. Otras clasificaciones de tumores de vejiga. 
En 1973, la Organización Mundial de la Salud (OMS) creó la primera 
clasificación de tumores vesicales según el grado de diferenciación celular o 
histológica. En ésta los subtipos tumorales se dividen en cuatro grandes grupos: 
Papiloma urotelial, Grado 1 (bien diferenciado), Grado 2 (moderadamente 
diferenciado) y el Grado 3 (pobremente diferenciado/indiferenciado). Más adelante, 
en 1998, la OMS y la Sociedad Internacional de Patología Urológica (ISUP, del inglés 
International Society of Urological Pathology) propusieron una nueva clasificación 
de CUNMI, que fue publicada por la OMS en 2004 y que ha sido actualizada en 2016 
17. Esta clasificación subdivide los CUNMI en neoplasias uroteliales papilares de bajo 
potencial maligno (PUNLMP, del inglés papillary urothelial neoplasm of low 
malignant potential), carcinomas uroteliales papilares no invasivos de bajo grado 
(NILGC, del inglés noninvasive papillary urothelial carcinoma low-grade) y en 
carcinomas uroteliales papilares no invasivos de alto grado (NIHGC, del inglés 
noninvasive papillary urothelial carcinoma high-grade) (Figura 3). Estas 
clasificaciones buscan distinguir claramente entre tumores de bajo grado y de alto 
grado a través de criterios histológicos precisos para obtener grupos con 
comportamientos clínicos distintos 24.  
1.2. Tratamientos del cáncer de vejiga. 
Frecuentemente, el primer signo clínico del CU es la presencia de sangre en la 
orina (hematuria), el cual puede ir seguido de otros síntomas como el aumento en la 
necesidad de orinar, o un flujo débil de orina. A medida que progresa el cáncer a 
estadios más avanzados, los síntomas pueden evolucionar a dolores en la región 




Todos estos síntomas son característicos del CU, pero pueden estar asociados con 
otras patologías del tracto urinario. Por esta razón el diagnóstico principal se realiza 
mediante cistoscopia, una técnica invasiva mediante la cual un personal 




Figura 3. Clasificación del CUNMI. Se muestran las características histológicas de acuerdo a la 
clasificación del cáncer de urotelial según la OMS de 2016. Imagen modificada de 24. 
 
Las opciones terapéuticas en la práctica clínica están determinadas de acuerdo al 
estadio histológico del diagnóstico. Para los CUNMI el principal tratamiento es la 
resección transuretral (RTU), la cual consiste en la escisión de la masa tumoral de la 
vejiga a través del conducto uretral mediante un resectoscopio 27. Este tratamiento 
puede ser continuado con vigilancia médica (seguimiento minucioso sin más 
tratamiento) o con terapia por instilación intravesical con el Bacillus Calmette 
Guerin (BCG) o mitomicina C, dependiendo de las características histológicas del 
tumor y los riesgos de recurrencia o progresión de la enfermedad a estadios más 
avanzados. Aunque aún no está del todo claro el mecanismo mediante el cual la 
instilación con BCG disminuye el riesgo de recurrencia, se ha demostrado que en 
aquellos pacientes que responden de manera satisfactoria, este tratamiento provoca 




erradicación del tumor y previene su recurrencia 28,29. La mitomicina C es un agente 
antitumoral que se une al ADN provocando alquilaciones que impiden la duplicación 
del material genético, causando eventualmente la muerte celular. Debido a que las 
células cáncerosas, en general, se dividen más rápido y con menor corrección de 
errores que las células sanas, son más sensibles a este daño 30. Muchos pacientes 
diagnosticados con tumores tipificados para estos tratamientos no son aptos para 
recibir estas terapias debido a comorbilidades frecuentes en individuos de avanzada 
edad. En ellos el empleo de estas terapias puede generar importantes efectos 
secundarios que con frecuencia limitan el esquema de tratamiento completo.  
A pesar de que los CUNMI muestran un mejor pronóstico, muestran una alta tasa 
de recurrencia (50-70%), y en muchos de los casos (15%) se observa una progresión a 
CUMI 12,25,31,32. Por ello, los pacientes requieren un seguimiento continuo por 
cistoscopia (cada 3-6 meses), citología y continuas RTU´s en su caso, provocando que 
el CUNMI sea de las neoplasias con mayor afectación en calidad de vida de los 
pacientes oncológicos con tumores no invasivos y más costosa para los sistemas 
nacionales de salud de los países desarrollados 33. En consecuencia, el CU representa 
el cáncer humano más caro desde el diagnóstico hasta la muerte, con un coste 
estimado de 187.000 dólares por paciente en los Estados Unidos 31. En 2010, su coste 
anual total se estimó en 4 mil millones de dólares, que con una predicción de 
progresión a aproximadamente 5 mil millones en 2020 31,34. En la Unión Europea, en 
2012, el gasto total de CU se determinó en 4,9 mil millones de euros y el coste de la 
asistencia médica en 2,9 mil millones 35, lo cual representa un importante gasto del 
capital total en este concepto. 
Para el tratamiento de los pacientes con CUMI, suele ser necesario llevar a cabo 
la extirpación parcial o total de la vejiga dependiendo de si el tumor se encuentra 
muy localizado o de si el tumor es de mayor tamaño o está diseminado por distintas 
partes de la vejiga, respectivamente. A causa del alto porcentaje de pacientes que 
presentan diseminación tumoral, frecuentemente se administra quimioterapia antes 




erradicación y disminuir la probabilidad de que el cáncer reaparezca. Las 
quimioterapias administradas suelen basarse en gemcitabina sola o combinada con 
derivados del platino, como el cisplatino o el carboplatino, y seguidas o no de 
radioterapia (Figura 4). No obstante, al igual que en el caso de los CUNMI, la 
avanzada edad de los pacientes, asociada a otras comorbilidades como la obesidad, la 
disfunción renal, la diabetes o enfermedades cardiacas, hace que una alta proporción 
de pacientes sean “no aptos” para el tratamiento con quimioterápicos o para la 
realización de cistectomía. Estos pacientes, a menudo no son considerados idóneos 
para las distintas líneas de tratamientos a seguir (pacientes “unfit”) y, por lo tanto, 
tienen pocas opciones terapéuticas 36. A pesar de todos estos tratamientos, en una alta 
proporción de los casos, la enfermedad progresa alcanzando diseminación 
metastásica, lo que conlleva una tasa muy baja de supervivencia (cercana al 5% a los 
cinco años) 20,37–39 . 
Muchas líneas de investigación en CU se centran en encontrar dianas 
terapéuticas moleculares como opción de tratamiento no quirúrgico, que permitan 
mejorar la supervivencia del paciente y la prevención de aparición de nuevos 
tumores. A pesar de esto, en los últimos 30 años no ha habido un gran cambio en el 
tratamiento de esta patología. Sólo en los últimos 5 años se ha introducido la 
inmunoterapia basada en inhibidores de punto de control inmune, centrados en el 
bloqueo de la vía de señalización por PD-1 o de su ligando PD-L1 13. Estos han 
representado una auténtica revolución del tratamiento del cáncer, con respuestas 
positivas mantenidas sin efectos secundarios notables. No obstante, el porcentaje de 
pacientes que se benefician de estos tratamiento sigue siendo limitado (20-30%) 6,12. 
Por tanto hay una clara necesidad de mejoras terapéuticas, búsqueda de nuevas 
herramientas predictivas y pronósticas, así como la implementación de nuevas 





Figura 4. Líneas temporales de evolución de los tipos de tratamiento en cáncer de vejiga. A. 
Carcinoma urotelial no invasivo (CUNMI). B. Carcinoma urotelial invasivo (CUMI). MVAC: 
methotrexate vinblastina adriamicina (doxorubicina) cisplatino, Gem/Cisp: gemcitabina/cisplatino, 
Gem/Carbo: gemcitabina/carboplatino, BCG: bacillus Calmette-Guerin. Imagen modificada de 42,43. 
 
2. Ciclo celular: control y regulación 
El ciclo celular en mamíferos es un proceso altamente organizado y regulado que 
garantiza la división celular. Consiste en cuatro fases altamente reguladas 
denominadas y ordenadas temporalmente G1 (gap 1), S (síntesis de ADN), G2 (gap 2) 
y M (mitosis/meiosis). Estas fases están definidas en dos períodos funcionales 
ordenados cronológicamente: interfase (que comprende el período de las fases G1–S 
y G2) y división celular, fase M (Figura 5) 44. Los procesos celulares que ocurren en 
cada una de las fases son: 
 Fase G1. En esta fase la célula desarrolla una intensa actividad metabólica, 
aumentando de tamaño y generando nuevos orgánulos (ribosomas, mitocondrias 
y estructuras membranosas). Igualmente, la producción de ácidos nucleicos y de 




se inicia la replicación de los centriolos, que no se completará hasta el comienzo 
de la mitosis, y aumenta el número de microtúbulos. Este período transcurre 
entre el fin de una mitosis y el inicio de la síntesis de ADN 45. 
 
 Fase S. Este período comprende la síntesis de nuevo material genético por la 
ADN-polimerasa. En esta fase se sintetizan las proteínas histonas y enzimas 
asociadas con la replicación del ADN. Al final de la etapa el material genético 
queda duplicado y formado por dos cromátidas idénticas. Cuando el ADN se ha 
replicado completamente, la célula continúa su preparación para la mitosis 
entrando en la fase G2 46. 
 Fase G2. Es la tercera fase de crecimiento del ciclo celular en la que se continúa 
la síntesis de proteínas y factores esenciales para la mitosis. La fase G2 termina 
cuando comienza la profase del período M, cuando los cromosomas comienzan a 
condensarse. Esta fase proporciona un lapso de seguridad, que permite a la célula 
confirmar que se ha completado con éxito la replicación del ADN, antes de 
iniciar la mitosis 47.  
 Fase M. Está a su vez dividida en: profase, metafase, anafase, telofase; y 
la citocinesis (separación física del citoplasma en dos células hijas), que se inicia 
ya en la telofase mitótica. En esta fase se lleva a cabo la descomposición de la 
envoltura nuclear, segregación de los cromosomas por el huso mitótico y la 
separación física de las células hijas 46,48. 
La entrada en un nuevo ciclo de división celular está determinada por mitógenos 
(factores que actúan en el ciclo celular estimulando la división celular) y por la 
propia información interna de la célula. Algunas señales externas afectan a la 
progresión del ciclo hasta determinados momentos, llamados check-points o puntos 
de control. Uno de ellos es el conocido como punto de restricción R, en la Fase G1. 
Antes de superar este punto las células pueden abandonar el ciclo, temporal o 





La regulación del ciclo celular es fundamental para el desarrollo normal de los 
organismos; la pérdida de control podría llevar a la muerte celular o a un proceso de 
crecimiento descontrolado (ej. cáncer) 52. 
 
Figura 5. Esquema ciclo celular y ciclo de división celular. Imagen modificada de 53. 
 
2.1.  Regulación del ciclo celular. 
2.1.1. Puntos de control del ciclo celular. 
Los puntos de control celular son mecanismos que verifican si los procesos en 
cada fase del ciclo celular han sido completados con precisión antes de progresar 
hacia la siguiente fase. Hay dos puntos de control principales, uno en la transición 
G1/S y otro en G2/M. El punto de control G1/S comprueba la existencia de daños en 
el ADN. Si hay daño en el ADN, se detiene el ciclo celular y se activa la maquinaria 
de reparación del ADN. La ralentización en la progresión del ciclo celular 
proporciona el tiempo para la reparación del ADN. Si el daño no es reparable, se 
activan las vías apoptóticas que provocan la muerte celular. Así, el punto de control 
G1/S impide la replicación de células que tienen defectos en el ADN y que serían 
perpetuados, como mutaciones o rupturas cromosómicas, en la progenie celular. El 
punto de control G2/M analiza la terminación de la replicación del ADN y 




2.1.2. Ciclinas, CDKs y CKIs. 
Los factores que modulan la salida de G0 y la progresión a las diferentes fases del 
ciclo son cruciales para determinar la frecuencia del crecimiento y son orquestadas 
por complejos de proteínas enzimáticamente activos. Estos complejos están 
compuestos de una subunidad catalítica, conocida como quinasa dependiente de 
ciclina (CDK), y una subunidad reguladora, denominada ciclina. Estas CDKs son 
moléculas reguladoras cuya función es fosforilar residuos de serina y treonina de 
proteínas específicas 52. Para que se lleve a cabo la activación de CDK, ésta tiene que 
asociarse a una ciclina. Las CDK´s se pueden agrupar en dos tipos, uno, las CDK que 
se unen a múltiples ciclinas y pueden regular el ciclo celular (CDK1-6) y, un segundo 
formado por las CDK que se activan por una sola ciclina y están involucradas en la 
regulación de la transcripción (CDK7-9)52. Dependiendo de la fase del ciclo en la que 
aparecen las ciclinas y las CDKs a la que se asocian, se distinguen cuatro tipos de 
ciclinas 54 (Figura 6):  
 
Figura 6. Ciclo de expresión de las ciclinas en las distintas fases del ciclo celular. 
 
- Ciclinas de Fase G1: impulsan el paso por el punto de restricción R, lo que 
conlleva la entrada de la célula en un nuevo ciclo celular. Son las ciclinas D1-D3, 




- Ciclinas interfase G1-S: es la ciclina E asociada a CDK2, que es demandada 
para el inicio de la replicación del ADN. 
 - Ciclinas de fase S: son la ciclina A, que se asocia a CDK2 y CDK1.  
- Ciclinas de fase mitóticas: son la ciclina A y, sobre todo, las ciclinas B que se 
asocian a CDK1. 
Los complejos CDK-ciclina están regulados por procesos de fosforilación y 
desfosforilación, ubiquitinación y degradación proteolítica de ciclinas. Existen 
moléculas inhibidoras de CDK, llamadas CKI (del inglés, cyclin dependent kinase 
inhibitors). Estas proteínas se unen a CDKs o a los complejos CDK-ciclina y 
bloquean su actividad 46,50,53,55. Estas CKIs se subdividen en dos familias dependiendo 
de su diana (Figura 7):  
 
-CIP/KIP (del inglés, kinase inhibitor protein): en ella se incluyen a p21Cip1, 
p27Kip1 y p57Kip2. Interactúan inhibiendo la actividad de los complejos CDK2-ciclina 
E, CDK2-ciclina A, CDK1-ciclina A, CDK1-ciclina B, CDK5/6-ciclina D 50,52,55,56. 
 




-Familia INK4 (del inglés, inhibitor of CDK4) inhiben específicamente a CDK4 y 
CDK6 en la primera fase del ciclo. Está compuesta por p15INK4b, p16INK4a, p18INK4c y 
p19INK4d 50,52,55,56. 
3. CDK4-6 ciclo celular y regulación 
El primer punto de compromiso del ciclo celular ocurre en la fase G1, cuando las 
ciclinas D1, D2 y D3 son expresadas en respuesta a señales mitogénicas, y se unen a 
CDK4 y CDK6 55,57,58. Ambas proteínas pertenecen al grupo de Ser/Thr quinasas. 
Aunque CDK6 ha sido menos estudiado que CDK4, en general se ha supuesto que las 
dos quinasas desempeñan funciones idénticas o muy similares en las células 58.  
El complejo CDK4/6-ciclina D contribuye a una inactivación parcial de la 
proteína del retinoblastoma (pRB) y sus proteínas relacionadas, p107 (RBL1) y p130 
(RBL2). En células quiescentes pRB se encuentra hipofosforilado y unido a factores 
de transcripción de la familia E2F, compuestos por dímeros de una proteína E2F y 
una proteína DP. Estos factores activan la transcripción de genes necesarios para la 
entrada en la Fase S, pero no son funcionalmente activos cuando se encuentran 
unidos a pRB. Además de esto, la asociación pRB-E2F forma un complejo represor 
transcripcional mediante el reclutamiento de histona deacetilasas (HDAC) y otros 
factores de la remodelación de la cromatina 59. Cuando se produce la fosforilación de 
pRB por los complejos CDK4/6-ciclina D durante la Fase G1 en la región C-terminal 
de la proteína se produce un cambio conformacional permitiendo la expresión de 
ciclinas E. Estas ciclinas E se unen y activan CDK2, y vuelven a fosforilar a pRB, lo 
que conduce a su completa inactivación y la liberación de los factores E2F 
provocando la continuidad del ciclo (Figura 8) 55,57. 
3.1. Regulación de la actividad de CDK4. 
Como se mencionó anteriormente, los miembros de la familia de proteínas INK4 
(p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c, p19INK4d) son los principales reguladores de la actividad de 




con estas quinasas, evitando así su asociación con las ciclinas D. En células 
proliferativas, las proteínas INK4 están presentes en niveles muy bajos, mientras que 
su expresión aumenta rápidamente cuando se producen señales de estrés celular o de 
inhibición del crecimiento, como la senescencia 60. 
 
 
Figura 8. Esquema del punto de control R en el ciclo celular. A. Fosforilación de CDK4/6 en pRB. B. 
Cambio conformacional de pRB y desprendimiento de HDAC, fosforilación de ciclina E y CDK2 en 
pRB. C. pRb está hiperfosforilado y se produce la liberación de los factores E2F. 
 
El miembro de la familia CIP/KIP p27CIP1 se expresa a lo largo de la mayor parte 
del ciclo celular. En células proliferativas su expresión está asociada a complejos de 
CDK4/6-ciclina D. Sin embargo, investigaciones precedentes han revelado un doble 
papel de p27, que se comporta como un inhibidor y un activador de CDK4/6-ciclina 
D y CDK2-ciclina E, en función de la fosforilación de una tirosina específica, y del 
estado de crecimiento de la célula 61. En las células con el ciclo celular activo, el 
complejo CDK4/6-ciclina D secuestra a p27 lejos de CDK2, asegurando de esta forma 
que CDK4 y CDK2 se mantengan activas, y favoreciendo la progresión de la fase S. 
Sin embargo, cuando se añade un agente antiproliferativo como el TGFβ, se produce 
la liberación del p15INK4b. La unión de p15INK4b al complejo CDK4/6-ciclina D conduce 
la liberación de p27 del complejo, y la inhibición del ciclo celular por la unión de 
p27 al complejo CDK2-ciclina E 62. Otra teoría que se ha postulado es que p27 se 




de actividad de tirosina quinasa. Si p27 no está fosforilada debido a la falta de 
actividad tirosina quinasa, inhibe la actividad de CDK4/6 63. 
La proteína supresora de tumores p53 media el punto de control inducido por 
daños en el ADN a través de la transactivación de varios genes inhibidores del 
crecimiento o apoptóticos. Entre estos genes, la proteína p21Cip1 media la detención 
del ciclo celular en fase G1 mediante la señalización de p53 63, inhibiendo los 
complejos CDK4/6-ciclina D y CDK2-cilina E 64. 
4. RB, FOXM1, dianas de CDK4-ciclina D 
4.1. Proteína del Retinoblastoma (RB) 
La familia de las proteínas pocket (del inglés, bolsillo), está formada por tres 
miembros pRB, p107 y p130. La característica principal de esta familia es que 
presentan un domino “pocket” para la unión funcional a otras proteínas, los factores 
de transcripción E2F. Las proteínas p107 y p130, son estructural y funcionalmente 
similares a pRB y participan en las mismas vías de señalización. Ambas se unen 
preferentemente a factores E2F (E2F4 y 5) diferentes de aquellos que se unen a pRB 
(E2F1-E2F3), y son necesarios para la regulación de genes sensibles a E2F. Por otra 
parte, mientras pRB se expresa en todas las células independientemente de si 
proliferan o no, la expresión de p107 es característica en células proliferativas y la de 
p130 en células que sufren parada del ciclo celular 65,66. 
Como se mencionó anteriormente, pRB es el sustrato mejor caracterizado del 
complejo CDK4-ciclina D1 57. Sin embargo, investigaciones recientes sugieren que la 
vía de pRB no media todas las funciones catalíticas de CDK4/6. Anders et al (2011) 
realizaron un trabajo de investigación centrado en la búsqueda de los sustratos de 
CDK4/6 a través de una minuciosa investigación del proteoma humano. En el estudio 
identificaron 68 posibles sustratos y revelaron que muchos de ellos contienen una 




inglés, Forkhead box protein M1, Proteína M1 de la caja de Forkhead) que puede 
activarse por CDK4/6 de forma independiente de pRB67.  
4.2. FOXM1 
FOXM1 es un miembro de la familia de factores de transcripción Forkhead. Esta 
familia se caracteriza principalmente por tener un dominio de unión a ADN común, 
denominado Forkhead Box. Este dominio está implicado en un amplio espectro de 
procesos biológicos, incluidos el metabolismo, el desarrollo, la diferenciación, la 
proliferación, la apoptosis, la migración, la invasión y la longevidad 68. El gen 
FOXM1 humano consta de 10 exones, dos de los cuales se expresan alternativamente 
produciendo tres isoformas FOXM1A, FOXM1B y FOXM1C. De ellas, sólo FOXM1B 
y FOXM1C son transcripcionalmente activas 69. 
Los factores de transcripción FOXM1 son cruciales para la progresión de fase del 
ciclo celular G1-S y G2-M y la integridad del huso mitótico69. En células de 
mamíferos, FOXM1 regula la proliferación celular esencialmente a través del control 
de p21Cip1 y p27Cip1, y activando los activadores de CDK o las ciclinas, como CDK2-
ciclina A. FOXM1 promueve la expresión de genes como CKS1 y SKP2, que son 
esenciales para la proteólisis de p27Cip1 y la transición de las células de la fase G1 a la 
fase S. Además, se ha demostrado que FOXM1 estimula la expresión de genes de la 
fase G2, como CCNA, CCNB1, CDC25B y CENPF, que son reguladores esenciales de 
la mitosis 69,70. Wierstra et al, sugiere que la activación de FOXM1C ocurre cuando la 
activación de señales, como CDK4/6-ciclina D1 y CDKs-ciclina A, liberan el dominio 
de trans-activación (TAD), de la inhibición al que está sometido por la interacción de 




5. RB, CDK4/6 y FOXM1 en cáncer 
5.1. Proteína del Retinoblastoma (RB). 
Los datos de tumores humanos y los estudios en modelos de ratones indican que 
RB1 está mutado en la mayoría de los retinoblastomas, osteosarcomas y cánceres de 
pulmón de células pequeñas, y está mutado a frecuencias más bajas en una gran 
variedad de otros tipos de cáncer 71. La proteína pRB a menudo se describe como un 
componente de una vía reguladora que se inactiva en la mayoría de los cánceres (la 
vía INK4A/ ciclinaD1/pRB/E2F) 51. El gran volumen de literatura sobre proteínas 
asociadas a pRB pone en evidencia que es una proteína muy versátil involucrada en 
muchos procesos celulares 72. El desarrollo de inhibidores efectivos para CDK4/6 ha 
sido una de las aplicaciones más impactantes de la investigación de pRB 51. Aquellos 
tumores que presentan una actividad normal de pRB probablemente dependen de la 
actividad de CDK4/6 para el control de la proliferación celular. En estos tumores el 
aumento de expresión o hiperactivación de los complejos de CDK4-ciclina D1, la 
pérdida de reguladores negativos de CDK4-ciclina D1 como p16INKa, o por vías de 
señalización oncogénicas que estimulan la actividad de CDK4/6-ciclinaD1 pueden 
ser los responsables de la desregulación del ciclo celular 58,73. 
En el CU, las alteraciones del gen RB1 se han relacionado en general con estadios 
avanzados y con una baja supervivencia16. También se ha demostrado el efecto 
colaborador de pRB y p53 en la progresión tumoral de los pacientes con CU, tanto en 
tumores superficiales, como en invasivos 74. 
5.2. CDK4/6 
La proliferación celular excesiva inducida por la progresión aberrante del ciclo 
celular se considera una característica distintiva del cáncer 75. La vía de señalización 
de CDK4/6-ciclinaD1-INK4-RB se cree que está desregulada en la mayoría de los 
tumores humanos 76. CDK4/6 y ciclina-D1 son ampliamente reconocidos como 




frecuentemente amplificados en un diverso grupo de cánceres humanos 77. La 
amplificación de los genes que codifican ciclina D1 (CCND1), CDK4 o CDK6, o la 
eliminación del locus que codifica p16INK4A (CDKN2A) son los principales 
mecanismos por los cuales se puede producir una activación aberrante de la vía de 
señalización CiclinaD-CDK4/6-INK4A. Las mutaciones o translocaciones específicas 
en los genes que codifican los componentes de la ruta de la ciclina D-CDK4/6-INK4-
Rb también pueden dar como resultado una activación de la ruta aberrante. Por 
ejemplo, la mutación de CDK4 en R24C evita la unión de p16INK4A, dando como 
resultado una actividad quinasa no reprimible73. Además, en diversos tipos 
tumorales, tales como en carcinomas mamarios, melanomas, linfomas, leucemias y 
gliomas se ha observado una amplificación génica o aumento de expresión de 
CDK4/6. En cáncer mamario y carcinomas de cabeza y cuello son frecuentes las 
amplificaciones en ciclina-D1 78,79. 
Una característica común en el CU es la pérdida de regulación en el ciclo celular, 
incluyendo las alteraciones en la ruta CDK4/6-pRB. En el CUMI las deleciones en el 
cromosoma 9 se producen en más del 50% de los tumores, en este cromosoma se 
encuentran los supresores tumorales CDKN2A (p14 y p16). Según los estudios 
moleculares las mutaciones en CDKN2A y RB1 son mutuamente excluyentes. Sin 
embargo, la mayoría de las mutaciones en CDKN1A (p21) estuvieron implicadas con 
la perdida de función de esta proteína. Todo ello junto con una amplificación o 
aumento de expresión del 10-20% del gen CCND1 (ciclina D1) remarca la 
importancia de la señalización de la vía de CDK4/6 en el desarrollo y transcurso del 
CU 80,81. 
5.3. FOXM1 
La activación anormal de FOXM1 produce una alteración del equilibrio entre la 
proliferación celular, la diferenciación y la apoptosis, y se conoce como un sello 
distintivo en los cánceres humanos. La amplificación del locus FOXM1 se ha 




cáncer de mama83, carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello84, cáncer de 
páncreas85, cáncer gástrico86, cáncer de pulmón 87y cánceres de cuello uterino88. 
Además, mediante los perfiles de expresión génica de distintos cánceres, FOXM1 ha 
sido caracterizado como uno de los genes que más comúnmente tiene aumentado su 
expresión 89. 
No es de extrañar que la expresión de FOXM1 se encuentre aumentada 
frecuentemente en tumores humanos, ya que una de sus funciones biológicas es la 
supresión de la senescencia celular 70. Muchos estudios enfatizan el vínculo entre la 
desregulación de FOXM1 y la progresión del cáncer, de hecho, se ha encontrado que 
el aumento de expresión de FOXM1 contribuye a la tumorigénesis y los procesos 
implicados en ésta, como la angiogénesis, invasión, metástasis y resistencia a 
fármacos quimioterapéuticos 90,91. La participación de FOXM1 en los pasos iniciales 
de metástasis se ha descrito en numerosos estudios in vitro 92–94. En concordancia con 
esto, estudios recientes han demostrado que la regulación negativa de FOXM1 
mediante la inhibición de factores como VEGF, MMP-2 y MMP-9, inhibe el 
crecimiento celular, la migración y la invasión en una variedad de tipos de tumores, 
incluidos cánceres de páncreas y cáncer de mama, 95. En CU la expresión elevada de 
FOXM1 está asociada a un peor pronóstico, y puede usarse como un factor de 
predicción de supervivencia 96. Por todo ello, FOXM1 se puede convertir en un 
objetivo terapéutico interesante. Desafortunadamente, los factores de transcripción 
que se encuentran fuera de la familia de receptores nucleares carecen de zonas de 
unión al sustrato y a menudo se caracterizan por tener superficies hidrófobas con 
pocas regiones bloqueables mediante fármacos. Esto hace que pocos compuestos 
hayan demostrado especificidad en la inhibición de la actividad de FOXM1 97.  
6. Inhibidores de CDK4/6. 
La pérdida del control del ciclo celular es un rasgo distintivo del cáncer 75. Entre 
las distintas terapias existentes para frenar este descontrol celular encontramos los 




mediante el mantenimiento de la actividad pRB. La prueba de concepto de que la 
inhibición de CDK4 podría ralentizar el crecimiento tumoral fue demostrada a 
principios de la década de 1990 73. Más de 20 años después de esta observación, el 
empleo en la clínica de inhibidores específicos de CDK4/6 están mostrando una 
eficacia significativa en la terapia antitumoral. Esta clase de compuestos están bajo 
investigación y aplicación clínica en distintos tipos de tumores sólidos, y 
recientemente ha sido aprobado por la FDA para el tratamiento del cáncer de mama 
73. En el cáncer de mama HR+ (del inglés, Hormone Receptor), los estrógenos 
estimulan la producción de ciclina-D1, y esta característica es considerada como un 
marcador de mal pronóstico. En los estudios preclínicos llevados a cabo, se ha 
encontrado que la inhibición de CDK4/6 previene la interacción con la ciclina-D1 y 
la posterior fosforilación de pRB, lo que lleva a la detención del ciclo celular y la 
restricción de la proliferación celular. Actualmente hay cuatro inhibidores de 
CDK4/6 disponibles para su empleo en EE.UU: palbociclib (Ibrance, Pzifer), 
ribociclib (Kisqali, Novartis), abemaciclib (Verzenio, Lilly) y trilaciclib (G1T28, G1 
Therapeutics) 98. 
Palbociclib fue el primer inhibidor de CDK4/6 aprobado para su uso por vía oral 
(Febrero 2015), basándose en los resultados obtenidos del ensayo en Fase III 
PALOMA-299. Más tarde se amplió la aprobación para el uso combinado de 
palbociclib y fulvestrant (inhibidor del receptor de estrógenos) en el ensayo clínico 
PALOMA-3 (NCT01942135)100. Los programas de dosificación actuales muestran una 
buena tolerancia general solo con efectos secundarios leves, que incluyen fatiga, 
diarrea, náuseas y anemia 101. El aumento de la expresión de ciclina D1 y pRB y la 
disminución de p16INK4A están relacionados con la sensibilidad a palbociclib, como 
lo muestran los estudios preclínicos en células de cáncer de mama HR+. Estas 
alteraciones en los tumores de los pacientes podrían ser empleadas como 
biomarcadores predictores de respuesta a la inhibición de CDK4/6 102. También se ha 
planteado que el palbociclib podría tener actividad antimetástasica, ya que en líneas 




migración e invasión tumoral103. Actualmente dos ensayos clínicos PALLAS 
(NCT02513394) y PATINA (NCT02947685) examinan la potencialidad de 
palbociclib en mujeres con cáncer de mama positivo para el receptor 2 del factor de 
crecimiento epidérmico humano (HER2 +) 104. 
Ribociclib fue el segundo inhibidor de CDK4/6 aprobado para el tratamiento (por 
vía oral) de cáncer de mama avanzado HR + junto con letrozol (inhibidor de 
aromatasa) en el estudio de fase III MONALEESA-2 (NCT01958021). En este estudio 
se demostró un beneficio en la supervivencia libre de progresión. Además, las 
toxicidades más comunes observadas fueron similares a las encontradas con 
palbociclib. Actualmente existen estudios en curso como el MONALEESA-3 
(NCT02422615), que investiga la eficacia y seguridad de la combinación de ribociclib 
con fulvestrant 103 y el MONALEESA-7 (NCT02278120) que estudia el efecto de 
ribociclib en mujeres premenopáusicas junto con tamoxifeno (modulador selectivo 
de estrógenos) 104. 
Abemaciclib, tiene una mayor potencia y una mayor especificidad para CDK4/6 
en los modelos farmacocinéticos preclínicos en comparación con palbociclib y 
ribociclib 105,106, aunque aún no hay datos clínicos que demuestren este hecho. En 
contraste con los dos anteriores inhibidores, abemaciclib se administra en un 
programa de dosificación continua 100,104. La toxicidad limitante de la dosis con 
palbociclib y ribociclib es la neutropenia, mientras que con abemaciclib es la fatiga. 
Los efectos gastrointestinales como la diarrea, las náuseas y el dolor abdominal, son 
las toxicidades más frecuentes reportadas con abemaciclib. Los científicos están 
tratando activamente de dilucidar los mecanismos detrás de las toxicidades no 
hematológicas encontradas por el tratamiento con abemaciclib. Además de CDK4 y 
CDK6, la capacidad, exclusiva de abemaciclib, de inhibir a CDK9, una CDK 
reguladora de la transcripción génica, puede explicar el perfil de toxicidad específico 




Trilaciclib es un inhibidor de acción corta de CDK4/6 administrado por vía 
intravenosa, utilizado como co-tratamiento en pacientes con cáncer para reducir la 
mielosupresión (perdida de función de la medula ósea) inducida por la 
quimioterapia. Trilaciclib se está evaluando en pacientes con cáncer de pulmón de 
células pequeñas (CPCP) sin tratamiento previo (NCT02499770). Hay otros tres 
ensayos en curso de trilaciclib: un ensayo en pacientes con CPCP previamente 
tratados con quimioterapia (NCT02514447), un ensayo en cáncer de mama triple 
negativo (NCT02978716) y un ensayo en combinación con Atezolizumab (Tecentriq) 
en pacientes con CPCP (NCT03041311) 108.  
Por todo esto los inhibidores de CDK4/6 están demostrando ser una opción 
efectiva y prometedora para el tratamiento de algunos tipos de cáncer (cáncer de 
mama avanzado o metastásico HR+). Las futuras direcciones de investigación 
incluyen, la búsqueda de biomarcadores de respuesta y determinar si la inhibición de 
CDK4/6 debe emplearse en otros tipos tumorales, como el CU, ya sea solo o en 
combinación con otro agente. 
La investigación del cáncer cada vez se centra más en dianas terapéuticas 
moleculares como opción de tratamiento no quirúrgico, mejorando la supervivencia 
del paciente y la prevención de la recurrencia del tumor. El empleo de nuevas 
tecnologías de investigación básica y preclínica mediante el uso de líneas celulares y 
animales de laboratorio basadas en los resultados obtenidos de la caracterización de 
muestras de pacientes, es una estrategia que ya ha dado frutos en oncología. El 
presente trabajo pretende su uso, para la identificación de moléculas claves en el 






























El objetivo principal de esta tesis doctoral es evaluar si un inhibidor de CDK4/6, 
palbociclib, es efectivo para el tratamiento de cáncer urotelial. Así pues, para su 
cumplimiento se plantearon los siguientes objetivos: 
I. Evaluación del efecto terapéutico del inhibidor de CDK4/6 (palbociclib) in 
vitro e in vivo, utilizando líneas celulares de cáncer urotelial con alteraciones 
genéticas conocidas, que corresponden a CUNMI o CUMI. 
II. Identificación de los mecanismos de acción de palbociclib en líneas celulares 
de cáncer urotelial, y su relevancia en cáncer urotelial humano. 
III. Evaluación del efecto terapéutico de palbociclib junto con el quimioterápico 
cisplatino, in vitro e in vivo. 
IV. Caracterización del tratamiento combinado de palbociclib y cisplatino en un 















Materiales y Métodos 
Materiales y métodos 
 
1. Recolección de muestras. 
1.1. Muestras humanas. 
Se analizaron muestras tumorales y registros médicos de 87 pacientes 
diagnosticados con neoplasia de vejiga (los datos patológicos y clínicos se presentan 
en el Anexo I). De cada uno de los pacientes se recogieron biopsias pareadas de parte 
tumoral y mucosa normal de la vejiga durante la práctica de la resección transuretral 
(RTU). Todas las muestras se mantuvieron en RNAlater™ Stabilization Solution 
(Thermo Fisher Scientific) a 4ºC las primeras 24 horas y posteriormente congeladas a 
-20ºC. Todos los pacientes dieron su consentimiento firmando un formulario 
adecuado al estudio aprobado por el Comité Ético para la Investigación Clínica del 
Hospital Universitario “12 de Octubre” (CEIC 10/50). Los pacientes incluidos en este 
proyecto fueron evaluados en el Departamento de Urología del Hospital 
Universitario 12 de Octubre entre los años 2009 y 2011. El estado histopatológico de 
las muestras fue confirmado por el Departamento de Anatomía Patológica del 
Hospital Universitario 12 de Octubre, siguiendo las últimas directrices de la 
Organización Mundial de la Salud y la clasificación TNM para tumores malignos. 
Datos prospectivos tales como la recurrencia del tumor (la aparición de un nuevo 
tumor en el mismo paciente después de la RTU) y la progresión (el estadio/grado del 
tumor en la recurrencia mayor respecto al tumor primario) también fue 
determinada. Todos los pacientes fueron seguidos dentro de un programa local de 
acuerdo con las pautas de la Asociación Europea de Urología (EAU). Para los análisis 
de inmunohistoquímica se emplearon cortes de los tumores fijados en formol e 
incluidos en bloques de parafina. Las muestras, fueron fijadas en formalina (10%) e 
incorporadas en parafina, y se incluyeron en dos TMA (del inglés, Tissue 
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duplicados representativos por cada muestra. Ambos se construyeron con un 
dispositivo manual de tejidos (Beecher Instruments, Sun Prairie, WI) utilizando el 
método estándar. Los TMA se tiñeron con hematoxilina y eosina y fueron revisados 
para confirmar la presencia de tejido tumoral representativo (al menos el 70% de las 
células tumorales). 
1.2. Muestras de ratón.  
Los ratones se mantuvieron con una dieta estándar para roedores (con comida y 
agua ad libitum) y bajo ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Todos los 
procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con las leyes y regulaciones 
Europeas y Españolas (Convenio Europeo ETS 123 sobre la protección de los 
animales vertebrados utilizados con fines experimentales u otros fines científicos; 
Real Decreto 53/2013 por el que se establecen las normas básicas aplicables para la 
protección de los animales utilizados en experimentación y otros fines científicos, 
incluyendo la docencia), y fueron aprobados por el Comité Ético del CIEMAT 
(OEBA-CIEMAT), por el Órgano Habilitado y por la autoridad competente 
(Consejería de Medio Ambiente, Administración Local y Ordenación del Territorio, 
Comunidad de Madrid; PROEX 183/15 para los xenoinjertos ortotópicos de células 
de vejiga humanas y PROEX 088/15 para todos los experimentos relacionados con los 
animales transgénicos CKO). Los ratones fueron sacrificados en una cámara de CO2, 
siguiendo las regulaciones de FELASA y del OEBA-CIEMAT, cuando alcanzaron los 
criterios establecidos de punto final. Tras la eutanasia de los animales se procedió a la 
toma de muestras: 
1.2.1. Para el análisis histológico. 
Las muestras se fijaron en formaldehido tamponado (pH 7) al 3,7-4% o en etanol 
al 70%. Tras 24 horas, las muestras fijadas en formaldehido se lavaron con agua, se 
pasaron a etanol al 50% durante dos horas y se conservaron en etanol al 70% hasta el 
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1.2.2. Para la extracción de proteínas. 
Las muestras se congelaron en nitrógeno líquido y se conservaron a -80ºC hasta el 
momento de la extracción. 
1.2.3. Para la extracción de RNA. 
Todas las muestras se mantuvieron en RNAlater™ Stabilization Solution (Thermo 
Fisher Scientific) a 4ºC las primeras 24 horas y posteriormente congeladas a -80ºC. 
2. Líneas celulares y medios de cultivo. 
Las líneas celulares de cáncer de vejiga (RT112, J82, 253J, 5637, UM-UC-1 y RT4), 
con características genómicas conocidos Tabla 1 109, fueron proporcionados por el Dr. 
FX Real (CNIO, España). El mantenimiento en cultivos de las células se llevó a cabo 
en medio Dulbecco Modificado Medio Eagle GlutaMAX ™ (Gibco-BRL Life 
Technologies) con suero bovino fetal al 10% (Hyclone, Gibco-BRL Life 
Technologies) y 1% de antibiótico-antimicótico (Gibco-BRL Life Technologies) a 
37°C en una atmósfera humidificada de 5% CO2. Todas las células se cultivaron en 
placas de plástico estándar para el cultivo de tejidos (Corning). Asimismo, todas las 
células se lavaron con PBS (Tampón fosfato salino, Sigma Aldrich) y se separaron de 
las placas de cultivo mediante una solución de Tripsina/EDTA (Sigma Aldrich). 
 
Tabla 1. Resumen de las mutaciones relevantes en las líneas celulares de CU utilizadas. 
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3. Agentes farmacológicos 
El inhibidor de CDK4/6 palbociclib (PD0332991, Ibrance) fue proporcionado por 
Pfizer SLU España (CPT Grant ID: WI235560). La solución stock se preparó 
mediante disolución del soluto en agua (Sigma Aldrich) a una concentración de 2 
mg/ml (3,5 mM). El quimioterápico cisplatino fue obtenido en Selleckchem. La 
solución stock a una concentración de 1 mg/ml (3,33 mM) se formuló en agua (Sigma 
Aldrich). Ambas soluciones stock se mantuvieron congeladas a -20ºC. 
Consecuentemente, en todos los experimentos se empleó agua como vehículo 
control. Las diluciones de trabajo utilizadas se prepararon frescas para su uso 
inmediato. 
4. Ensayo de citotoxicidad 
La IC50 es la concentración de un compuesto necesaria para reducir in vitro el 
crecimiento poblacional en un 50 por ciento. Para realizar los ensayos de viabilidad 
celular y el cálculo de la IC50, las células se sembraron en placas de 96 pocillos a una 
densidad de 5.000 células por pocillo. Después de 24 horas de cultivo, las células se 
trataron con un intervalo de concentraciones de palbociclib y/o cisplatino durante 
24 horas. Para los ensayos combinados de palbociclib con cisplatino, se siguió el 
método de Chou-Talalay utilizando una relación constante de ambos compuestos110–
112. La viabilidad celular se evaluó mediante el empleó un kit colorimétrico basado en 
la metabolización de la sal de tetrazolio XTT (Cell Proliferation Kit II (XTT); Roche). 
El método se basa en la adición en el medio de cultivo de una solución de sales de 
tetrazolio que son metabolizadas a formazán (un compuesto soluble y cuantificable a 
450 nm). Este proceso solo ocurre en células viables, y la cantidad de formazán en el 
medio correlaciona directamente con el número de células metabólicamente activas. 
Los valores de absorbancia a 450 nm se midieron a 2, 4 y 6 horas después de añadir el 
reactivo XTT. La absorbancia se midió empleando un lector de microplacas GENios 
pro (Tecan). La absorbancia de fondo (medio solamente) fue restada de todos los 
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fármaco) se normalizaron por el porcentaje de control del vehículo. Todos los 
ensayos de proliferación se realizaron, al menos, por triplicado en experimentos 
independientes. 
5. Plásmidos y vectores  
5.1. Plásmidos y vectores lentivirales utilizados. 
Para la expresión recombinante de FOXM1 se empleó un plásmido, pLVX-
FOXM1, proporcionado por el Dr. A. Gandarillas (IDIVAL, España), que contiene el 
ADN complementario de FOXM1 bajo el promotor del virus citomegalovirus (CMV) 
y que codifica también para una proteína que confiere resistencia al antibiótico 
puromicina (Anexo II).  
Para el silenciamiento de FOXM1 se emplearon partículas lentivirales obtenidas 
en MISSION® shRNA Lentiviral Particles (Sigma Aldrich) (Figura 9) y que, al igual 
que en el vector antes mencionado aporta a las células infectadas resistencia a 
puromicina. 
ShARN1 (TRCN000015544, Clon ID: NM_021953.2-374s1c1) 
5’-CCGGGCCCAACAGGAGTCTAATCAACTCGAGTTGATTAGACTCCTGTTGGGCTTTTT-3’ 
ShARN2 (TRCN000015546, Clon ID: NM_021953.2-789s1c1) 
5’-CCGGGCCAATCGTTCTCTGACAGAACTCGAGTTCTGTCAGAGAACGATTGGCTTTTT-3’ 
 
Figura 9. Secuencias de los shARNs específicos de FOXM1. Se indica el Track number (TRCN) y el 
clon seleccionados en Sigma Aldrich. Se representan las cadenas en sentido 5’-3’ de cada shARN. 
En azul se indican los nucleótidos correspondientes a la región horquilla del shARN. 
 
Para el silenciamiento de CDK2, CDK4 y pRB1 se emplearon los vectores 
lentivirales de segunda generación pLVTHM-shCDK2, pLVTHM-shCDK4 y 
pLVTHM-shRB1 (a partir de ahora nombrados como shCDK2, shCDK4, shRB) 
proporcionados por el Dr. S. Ruíz (CNIO, Madrid, España) todos ellos generados a 
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contiene el gen que confiere resistencia a la ampicilina y el gen que codifica para la 
proteína GFP (Figura 10). 
 
Figura 10. Secuencias de los shARNs específicos de CDK2, CDK4 y pRB1. Se representan las 
cadenas en sentido 5’-3’ de cada shARN. En azul se indican los nucleótidos correspondientes a la 
región de la horquilla del shARN y en naranja se indican los nucleótidos correspondientes a los 
sitios de corte de las enzimas de restricción MluI y ClaI para su posterior clonaje en el vector 
pLVTHM. 
 
 La amplificación del plásmido FOXM1 y los vectores lentivirales de CDK2, CDK4 
y pRB se realizaron en bacterias E.coli dela cepa XL-Blue. Los cultivos bacterianos se 
llevaron a un volumen de 250 ml de medio LB (Luria Broth, 10 g de Bacto Triptona, 
5 g de extracto de levadura y 10 g de NaCL, Pronadisa) suplementado con ampicilina 
a una concentración final de 100 ng/μL, el cultivo se dejó crecer durante 16 horas a 
37ºC con una agitación de 200 r.p.m. La purificación del plásmido se realizó 
mediante el empleo del kit Plasmid Maxi (Macherey Nagel) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. 
5.2. Generación de vectores lentivirales 
Para la producción de los vectores lentivirales shCDK2, shCDK4 y shRB se 
emplearon las células empaquetadoras 293T, adquiridas de la ATCC (del inglés, 
American Type Culture Collection). Las células 293T se cultivaron en medio 
Dulbecco Modificado Medio Eagle GlutaMAX ™ (Gibco-BRL Life Technologies) con 
suero bovino fetal al 10% (Hyclone) y 1% de antibiótico-antimicótico. Los plásmidos 
se transfectaron en las células 293T mediante el empleo de polietilenimina (a una 
concentración final de 130 nM; Polysciences). Para los lentivirus de segunda 
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pMDLg/pRRE y pMD2. G. El medio de cultivo celular se renovó a las 6 horas 
después de la transfección de las células 293T. Después de 18 horas se recogió el 
sobrenadante de cultivo de las células transfectadas y se filtró (filtro de 0,45 µm de 
diámetro). Para realizar la infección retroviral este sobrenadante se añadió a las 
placas de cultivos de células diana durante 24 y 48 horas. Las células fueron 
seleccionadas mediante BD InfluxTM Cell Sorter (BD Biosciences) usando el filtro 
láser 530/30 (láser de excitación línea de 488 nm) en base a la expresión de la 
proteína verde fluorescente (GFP, del inglés, Green fluorescent protein). Las líneas 
celulares se establecieron a partir de miles de células independientes infectadas por 
el virus.  
5.3. Transfección/infección de líneas celulares. 
Los experimentos de transfección para expresión exógena de la proteína FOXM1 
se realizaron utilizando Fugene®6 reactivo de transfección (Promega), en un ratio de 
Fugene/DNA (6:2). Para el silenciamiento de FOXM1 se agregaron las partículas 
lentivirales con una multiplicidad de infección (MOI) igual a 10. La infección se 
realizó en placas de 24 pocillos sembradas a una densidad de 2.500 células por 
pocillo. La selección de crecimiento de las células transfectadas/infectadas se realizó 
durante al menos 15 días con puromicina en el medio de cultivo (Sigma Aldrich) a 
una concentración de 0.5-1 mg/ml. En todos los casos, se agruparon clones diferentes 
de células resistentes para la creación de estas nuevas líneas celulares. 
6. Análisis de distribución del ciclo celular 
El análisis del ciclo celular se realizó por citometría de flujo. Para ello, las células 
se cultivaron en placas de 12 pocillos a una densidad de 400.00 células por pocillo. A 
las 24 horas se añadió el compuesto químico a evaluar a una concentración 
correspondiente a la IC50 de cada línea celular. Pasadas 24 horas de tratamiento las 
células se recogieron, centrifugaron y resuspendieron en etanol frío al 70% (añadido 
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de 12 h a 4ºC. Posteriormente se centrifugaron y lavaron con PBS. Tras un segundo 
lavado, se resuspendieron en una solución de PBS con DAPI (2 mg/ml, Roche) y 
NP40 (0,05%, Roche) durante al menos 2 horas a 4ºC. Los datos fueron adquiridos 
con un citómetro de flujo LSR Fortessa (BD Biosciences) y analizados mediante el 
programa FlowJo 7.6.5 (Treestar). Estos ensayos se realizaron, al menos, tres veces 
con triplicados para cada muestra en experimentos independientes. 
7. Análisis Inmunohistoquímico. 
Los portaobjetos con las muestras a evaluar fueron desparafinados y rehidratados 
siguiendo protocolos estándar. El desenmascaramiento del antígeno se llevó a cabo 
mediante el empleo de un tampón de citrato sódico (ácido cítrico monohidratado 
[C6H8O7] 1,8 mM y citrato trisódico dihidratado [Na3 (C6H5O7) 2H2O] 8,2 mM; pH 6) 
usando una olla a presión (Dako, Agilent Technologies). La peroxidasa endógena se 
inhibió con peróxido de hidrógeno al 0.3% disuelto en metanol durante 15 minutos. 
Los epítopos inespecíficos se bloquearon con suero de caballo al 10% disuelto en PBS 
(NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 4,3 mM y KH2PO4 1,47 mM; pH 7,2) durante 
30 minutos a 37ºC. Los anticuerpos primarios (listados abajo; Tabla 2A) se incubaron 
durante toda la noche a 4ºC diluidos en la solución de bloqueo. Los anticuerpos 
secundarios (listados abajo; Tabla 2B), conjugados con biotina, se incubaron durante 
una hora a temperatura ambiente diluidos en la solución de bloqueo. Para amplificar 
la señal, se empleó un sistema conjugado de biotina-avidina-peroxidasa 
(VECTASTAIN elite ABC HRP kit, Vector Laboratories), incubándose durante 30 
minutos a temperatura ambiente. La señal se visualizó usando diaminobencidina 
como sustrato de la peroxidasa (DAB Kit, Vector Laboratories). Todos los lavados se 
llevaron a cabo con PBS (3 lavados de 10 minutos entre cada paso). Finalmente, las 
muestras se contratiñeron con hematoxilina, se deshidrataron empleando 
procedimientos estándar y se montaron usando un adhesivo de montaje (CU Mount, 
Leica Biosystems). Las imágenes se tomaron con una cámara digital (Olympus DP21) 
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8. Extracción de proteína y análisis mediante western blot. 
Los extractos proteicos de las líneas celulares fueron obtenidos mediante el 
rascado de las células en frío con PBS y su posterior resuspensión en un tampón de 
lisis (Hepes 20 mM pH 7,5, NaCl 100 mM, MgCl2 20 mM, EGTA 10 mM, β-
glicerofostafo 40 mM, 1% de Triton X-100, PMSF 1 mM, inhibidores de proteasas 1X 
(complete Mini Protease Inhibitor Cocktail, Roche) e inhibidores de fosfatasas 1X 
(PhosSTOP, Roche). Para las muestras de tejido de ratón, los tejidos congelados con 
nitrógeno líquido fueron homogeneizados en un mortero, seguido de 5 ciclos de 
congelación en nitrógeno líquido y descongelación en baño a 37ºC en el tampón de 
lisis. La concentración proteica se determinó usando el método colorimétrico 
Bradford (BioRad Laboratories). 
Para el western blot de lisados tumorales, los extractos proteicos fueron reducidos 
y desnaturalizadas con Bolt™ Sample Reducing Agent (10x) y LDS Sample Buffer 
(4x) (Thermo Fisher Scientific), y hervidas durante 10 minutos a 70ºC. Para la 
electroforesis se cargaron 30 μg de proteína total en geles de 10 pocillos de 
poliacrilamida a un porcentaje en gradiente del 4 al 12 % (NuPAGE Bis-Tris Gel –
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Life Technologies-) con tampón MOPS (Invitrogen) a 150 mV. Se utilizó un 
marcador de peso molecular SeeBlue Plus2 (Life Technologies). El contenido 
proteico del gel se transfirió a una membrana de nitrocelulosa (GE Healthcare) en 
cámara húmeda durante una hora y media mediante la aplicación de una corriente 
eléctrica de 400 mA.  
Para los westerns blot de lisados de líneas celulares, los extractos proteicos fueron 
reducidos y desnaturalizados (β-mercaptoetanol y tampón Laemmli (BioRad), en 
relación 1:9, e incubados durante 5 minutos a 95ºC). Para realizar el análisis de 
expresión proteica en respuesta al tratamiento con palbociclib, las células se 
expusieron durante 6 horas a una concentración de 1 µM de palbociclib. Para la 
electroforesis se cargaron 20 y 50 µg de proteína total de cada muestra (dependiendo 
del ensayo) en geles de poliacrilamida de gradiente 4-15% (BioRad) usando un 
tampón de Tris/Glicina/SDS (Tris 25 mM, Glicina 192mM, SDS 0,1%; pH 8,3; 
BioRad). Se utilizó el marcador de peso molecular Precision Plus Protein™ Dual 
Color Standards (BioRad). A continuación, las muestras se transfirieron a membranas 
de nitrocelulosa (BioRad) empleando el sistema “Trans-Blot Turbo Transfer” de 
BioRad. Para ello se empleó un tampón de transferencia (BioRad) con un 20% de 
etanol absoluto. La transferencia se realizó usando el protocolo MIXED MW (2,5 A, 
25 V, 7 minutos).  
Una vez realizada la transferencia, las membranas se incubaron con un tampón de 
bloqueo (PBS con un 5% de leche en polvo desnatada y un 0,1% de Tween-20) 
durante una hora a temperatura ambiente en agitación. Los anticuerpos primarios 
(Tabla 3A) se incubaron durante toda la noche a 4ºC en agitación diluidos en el 
tampón de bloqueo. Los anticuerpos específicos para, α-tubulina, β-actina y GAPDH 
se usaron como controles de carga. Los anticuerpos secundarios (Tabla 3B), 
conjugados con peroxidasa, se incubaron durante una hora a temperatura ambiente 
en agitación diluidos en el tampón de bloqueo. Se llevaron a cabo 3 lavados de 10 
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anticuerpos secundarios, se empleó el “Clarity Western ECL” (BioRad) y el Super 
Signal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher Scientific) como 
sustrato de la peroxidasa, siguiendo las instrucciones del fabricante. La señal se 
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9. Extracción de ARN y RT-PCR cuantitativa. 
Siguiendo las instrucciones del fabricante y dependiendo del tipo de muestra se 
realizaron distintas extracciones de ARN: 
- Muestras de cultivos celulares. El ARN total de las líneas celulares fue obtenido 
mediante el rascado de las células en PBS a 4º y su consiguiente centrifugación 3 
minutos a 2.500 rpm a 4º. Para realizar el análisis de expresión en respuesta al 
tratamiento con palbociclib, las células se expusieron durante 24 horas a una 
concentración de 10 µM de palbociclib. Una vez retirado el sobrenadante al 
pellet se le añadieron 700 µl de Qiazol (Qiagen). La extracción del ARN total se 
realizó mediante columnas del kit miRNeasy Mini (Qiagen) de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. El ADN fue eliminado mediante el uso del kit 
RNase-Free DNase Set (Qiagen).  
- Muestras procedentes de tumores de pacientes embebidas en RNAlater™ 
Stabilization Solution. El ARN total fue aislado a partir de fragmentos tumorales 
no mayores de 0.5 cm, que seguidamente fueron fragmentarlo con bisturí sobre 
un portaobjetos. Una vez fragmentado se añadió 700 ul de Quiazol Lysis Reagent 
y una perla de acero de 5 mm (QIAGEN). Seguidamente, las muestras se trataron 
con un homogeneizador Biometa (Retsch) a una frecuencia de 40/s durante 4 
minutos. A partir de este último paso la extracción del ARN total se realizó 
mediante columnas del kit miRNeasy Mini (Qiagen) de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. El ADN fue eliminado mediante el uso del kit 
RNase-Free DNase Set (Qiagen).  
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- Muestras procedentes de tumores de pacientes desde secciones de tejido fijado en 
formaldehido y embebido en parafina. Para la obtención de ARN total las 
muestras fueron tratadas con la solución de desparafinización de Qiagen y el 
ARN se purificó usando las columnas del kit miRNeasy FFPE (Qiagen) de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante.  
En todos los casos, el ARN purificado se cuantificó mediante un 
espectrofotómetro Nanodrop ND-1000. La reacción de transcripción inversa del 
ARNm para generar el ADN complementario se llevó a cabo a partir de 1 µg de ARN, 
empleando para ello el Kit Omniscript RT (Qiagen). Para la retrotranscripción de los 
microARNs, se emplearon 10 ng de ARN total por reacción y se usó el kit MicroRNA 
Reverse Transcription (Applied Biosystems). Ambas reacciones se llevaron a cabo de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
 La RT-PCR cuantitativa fue realizada con los sistemas 7500 Fast Real Time PCR y 
QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific) y se utilizó el 
programa de amplificación estándar. Para los análisis de expresión de ARNm se 
empleó la GoTaq PCR Master Mix (Promega). Se empleó 1 µl de ADN 
complementario por reacción y cebadores específicos para cada gen a una 
concentración final de 0,5 µM (Tabla 4). El gen TBP se utilizó como gen de 
referencia para la normalización. Se realizaron curvas de desnaturalización (Curvas 
de melting) para verificar la especificidad de la amplificación y la ausencia de 
dímeros de cebadores. Las eficiencias de las reacciones se calcularon para cada 
combinación de cebadores.  
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10. Análisis masivo de expresión génica. 
Para los análisis masivos de expresión génica se utilizaron dos tipos muestrales: 
cultivos celulares y muestras tumorales procedentes de ratones. Las células RT-112, 
J82 y 5637 fueron tratadas con una concentración de palbociclib (IC50) durante 24 h, 
en el caso de los controles se utilizó PBS. De cada línea celular se obtuvieron 3 
muestras independientes. El ARN de las células fue extraído como se describe en el 
apartado 9 de esta sección. En el caso de las muestras de ratones transgénicos, la 
extracción de ARN se realizó a partir de micro-disecciones de los tumores 
observados histológicamente para limitar al mínimo el contenido de tejido no 
tumoral. El ARN total se extrajo usando el kit de miRNeasy FFPE (Qiagen) como se 
ha explicado anteriormente. 
Para los análisis de expresión génica diferencial un total de 12 ng de ARN se 
transformó en ADNc y se amplificó mediante PCR. A partir de este producto de PCR 
se llevó a cabo una transcripción in vitro, el ARNc producido fue purificado y 
cuantificado para llevar a cabo una segunda reacción de retrotranscripción. Este 
último ADNc fue fragmentado, biotinilado e hibridado en los “microarrays” de ADN 
HTA 2.0 de Affrymetrix, en el caso de los cultivos celulares, y en los “microarrays” 
de raton Clariom D Assay Mouse. Todo el protocolo fue realizado según las 
instrucciones del fabricante (GeneChip WT Pico Reagent Kit, Thermo Fisher 
Scientific). En ambos casos, los “microrrays” se lavaron y se tiñeron en GeneChip 
450 (Affymetrix). La lectura de los chips se llevó con el escáner GeneChip 3000 7G, 
los análisis de imágenes de los chips con el Affymetrix GeneChip Command Console. 
Los datos obtenidos se depositaron en la base de datos Gene Expression Omnibus 
(GEO) con el código GSE105402, para el caso de los cultivos celulares, y con el 
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11. Experimentación animal 
11.1. Xenoinjertos en flanco. 
Para la realización de los xenoinjertos las líneas celulares fueron resuspendidas en 
PBS e inyectadas con matrigel (Basement Membrane Matrix High Concentratio) en 
un ratio 1:1. Se inyectaron subcutáneamente 5 millones de células en un volumen 
total de 100 µl en cada flanco de 20 ratones inmunodeficientes FoxNnu/nu de 
aproximadamente 8-10 semanas de edad (Janvier Saint-Berthevin, Francia). Después 
de una semana de la inyección, los tumores ya eran visibles. El crecimiento tumoral 
se siguió midiendo tres veces por semana mediante un calibre electrónico. El 
volumen de los tumores se calculó como 4π/3 x (longitud/2) x (anchura/2)2. Para la 
cuantificación relativa del incremento del tumor, se relativizó cada tumor con su 
tamaño inicial, antes de los tratamientos. Cuando el volumen del tumor estuvo entre 
150-250 mm3 los ratones se asignaron al azar en 4 grupos (n = 5) para recibir los 
diferentes tratamientos: vehículo (PBS), palbociclib, cisplatino y palbociclib más 
cisplatino. Palbociclib (disuelto en PBS) se administró intraperitonealmente a una 
concentración de 100 mg/kg durante 5 días a la semana. El cisplatino (disuelto en 
PBS) se inyectó por vía intraperitoneal 1 día por semana a una dosis de 6 mg/kg. 
Adicionalmente, el tratamiento combinado con palbociclib y cisplatino consistía en 
una combinación de los tratamientos anteriormente mencionados. Las 
concentraciones de palbociclib y cisplatino fueron elegidas en base a los datos 
publicados previamente 113,114. Después de 15-30 días de tratamiento, los ratones 
fueron sacrificados. Las muestras tumorales fueron conservadas PBS-formalina al 4% 
o en Etanol al 70% para los experimentos de inmunohistoquímica y en nitrógeno 
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11.2. Modelo CKO 
Para el ensayo del efecto de las drogas in vivo se utilizó el modelo transgénico 
cuádruple “knockout” (CKO): Rbl1 -/-, Rb1 F/F, Trp53 F/F, Pten F/F, generado por 
nuestro grupo de investigación115. Este modelo permite la deleción condicional de 
tres genes supresores tumorales en un fondo genético sin presencia de Rbl1. La 
deleción de los genes Rb1, Trp53 y Pten, se produjo mediante la aplicación de la 
tecnología Cre-loxP. Este sistema Cre-loxP consiste en la introducción de secuencias 
loxP flanqueado la secuencia genómica a escindir, de manera que cuando la Cre-
recombinasa reconoce estas secuencias loxP se produce el corte de la secuencia 
diana. Para producir la deleción de nuestros tres genes supresores de tumor Rb1, 
Trp53 y Pten en la vejiga se introdujo quirúrgicamente un adenovirus que porta la 
proteína Cre-recombinasa bajo el control del promotor de la queratina K5 116 (en lo 
sucesivo, Adeno-K5-Cre) en el lumen de la vejiga de ratones 117,118. El virus Adeno-
K5-Cre se obtuvo de la Unidad de Producción de Vectores Virales de la Universidad 
Autónoma de Barcelona. El efecto de la proteína Cre-recombinasa fue detectado 
exclusivamente en células uroteliales basales según lo evaluado en el modelo de 
animal transgénico ROSA 26 (B6.129S4-Gt (ROSA) 26Sortm1Sor/J). El modelo 
animal ROSA26 ha sido modificado con la inserción del gen β-galactosidasa en el 
locus ROSA, pero precedido por un codón de parada flaqueado por secuencias loxP. 
La escisión de estas secuencias por la Cre-recombinasa, restaura la expresión, 
produciendo una coloración azul estable e insoluble en presencia del sustrato X-
Gal119. Para el seguimiento de la aparición de tumores se realizó una revisión 
rutinaria mediante inspección visual, palpación abdominal 118. En el momento del 
sacrificio, se recogieron los tejidos y se procesaron como se ha mencionado antes en 
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12. Análisis Estadístico 
Los ensayos de ciclo celular se realizaron al menos, tres veces con triplicados para 
cada muestra en experimentos independientes. Las diferencias estadísticas se 
determinaron mediante el test de Wilcoxon-Mann-Whitney (para muestras no 
pareadas sin distribución normal) y la prueba t de Student (para muestras pareadas 
que muestran una distribución normal). Los análisis de supervivencia (libre de 
recurrencia o de progresión tumoral en la recurrencia) de acuerdo con diversas 
variables se realizaron usando el método de Kaplan-Meyer. Las diferencias entre los 
grupos fueron analizadas por el test de Log-rank. Los análisis de contingencia se 
realizaron utilizando el Test exacto de Fisher. Las asociaciones entre la expresión 
FOXM1 fosforilada y los parámetros demográficos y clínico-patológicos se evaluaron 
usando la prueba χ2. Se utilizó el análisis de riesgos proporcionales de Cox 
univariable y multivariable para calcular los cocientes de riesgos (FC) y los intervalos 
de confianza (IC) del 95%. La discriminación entre muestras que aumentan o 
disminuyen la expresión relativa frente a la expresión normal de genes se hizo 
mediante la mediana de los datos. Para evaluar el efecto del tratamiento dual con 
palbociclib y cisplatino, los experimentos de combinación de fármacos se diseñaron 
según lo descrito por Chou-Talalay 110 y los datos resultantes se analizaron con el 
software CompuSyn. Se consideró un efecto sinérgico cuando el índice de 
combinación (IC) estaba por debajo de 1. Para el análisis estadístico y la generación 
de los gráficos se emplearon los softwares SPSS 17.0 y Prism 6.0. 
12.1. Tratamiento de los datos y análisis bioinformáticos de los “microarrays” de 
expresión 
Los datos de expresión se normalizaron utilizando el Guanine Cytosine Count 
Normalization (GCCN) y el Signal Space Transformation (SST). Seguido se utilizó el 
Robust Multi-Array Average (RMA), algoritmo implementado dentro del software 
Affymetrix Expresion Console (Affimetrix). Para combinar los diferentes grupos de 
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Combat, basado en el lenguaje de programación R 120. La agrupación jerárquica 
supervisada se realizó utilizando la correlación de Pearson usando el software TMEV 
121. El análisis ontológico de los genes y el análisis de enriquecimiento de estos se 
realizaron con la herramienta web Enrich (http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/) 
122,123. El análisis de enriquecimiento en grupos de genes (del inglés, Gene Set 
Enrichment Analysis, GSEA) permite averiguar qué genes o grupos de genes 
diferencialmente expresados en nuestro estudio aparecen significativamente 
representados en diferentes firmas génicas publicadas, las cuales proceden de la base 






































1. Estudio del efecto de palbociclib en líneas celulares de cáncer de 
vejiga. 
1.1.  Estudio de la sensibilidad de las diferentes líneas celulares a palbociclib. 
Entre los distintos agentes existentes encaminados a frenar la proliferación celular 
anómala se encuentran los inhibidores de CDK4/6. Estos inhibidores inducen el 
bloqueo del ciclo celular en la transición G1-S mediante el mantenimiento de la 
actividad represora de pRB. Con el objetivo de evaluar el efecto citotóxico del 
compuesto palbociclib (inhibidor dual de CDK4/6) sobre un panel de líneas celulares 
de cáncer de vejiga, se realizaron ensayos de viabilidad celular mediante el método 
de XTT, evaluando la respuesta a distintas dosis y tiempos de exposición a este 
compuesto. Se analizaron seis líneas celulares de cáncer de vejiga con diferencias 
genómicas conocidas; 5637, J82, RT-112, 253J, UM-UC-1 y RT-4, representativas de 
distintos estadios tumorales y subtipos de cáncer de vejiga (ver tabla Mat. y Met.)109. 
Como se puede observar en la Figura 11, todas las líneas celulares mostraron 
sensibilidad al inhibidor de CDK4/6 en un rango de 1-5 µM, concentraciones 














Figura 11. Ensayos de supervivencia de las líneas celulares de cáncer de vejiga a 24 horas de 
tratamiento con palbociclib. Representación gráfica que muestra la supervivencia celular de las seis 
líneas celulares evaluadas frente a la concentración del compuesto. Los nombres en rojo denotan 
las líneas celulares con mutación en RB1 y los nombres en negro las líneas celulares sin mutación. 
Los datos son el promedio ± SEM de 5-10 experimentos en los que cada dosis se realizó por 
sextuplicado. 
 
Los inhibidores de CDK4/6 están siendo utilizados como tratamiento de un gran 
número de tumores sólidos malignos, caracterizados por la presencia de alelos 
nativos (wt; del inglés “wild type”) del gen RB1. La diana principal de la actividad de 
CDK4/6 es pRB y algunos datos preclínicos han demostrado que la desregulación de 























resistencia a palbociclib, incluyendo el aumento de expresión de la ciclina E1 y la 
pérdida de pRB126. 
Nuestro panel de líneas celulares se puede dividir según el estatus mutacional del 
gen RB1 en: líneas mutantes (mut) (5637 y J82), y líneas con alelos wt (RT-112, RT-
4, UM-UC-1 y 253J). En los ensayos de sensibilidad farmacológica no se observaron 
diferencias significativas cuando se compararon los diferentes tipos celulares 
pertenecientes a cada grupo, RB1 mut y RB1 wt (Figura 12). 
 
Figura 12. Ensayos de supervivencia de las líneas celulares de cáncer de vejiga agrupadas según el 
estatus del gen RB1 a 24 horas de tratamiento con palbociclib. Representación gráfica que muestra 
la supervivencia celular de las líneas mutantes y wt para el gen RB1 frente a la concentración del 
compuesto. Los datos representan la media ± SEM de 5-10 experimentos en los que cada dosis se 
realizó por sextuplicado.  
  
Con el objetivo de reforzar nuestros resultados, se realizó un análisis in silico con 
datos de sensibilidad a palbociclib de diferentes células tumorales uroteliales, así 
como con células derivadas de cáncer de pulmón (donde las mutaciones inactivantes 
de RB1 son muy frecuentes), contenidas en Cáncer Cell Line Encyclopedia 
(https://portals.broadinstitute.org/ccle). Al igual que observamos con las líneas 
uroteliales en nuestro laboratorio, no encontramos diferencias significativas de 
sensibilidad a palbociclib entre las células RB1 mut y las RB1 wt de ambos tipos 
tumorales evaluados (Figura 13). 
  






Figura 13. Análisis de la sensibilidad a palbociclib en líneas celulares procedentes de cáncer de 




1.2. Efecto de palbociclib sobre el ciclo celular. 
Para profundizar en el mecanismo de acción de este compuesto, se realizó un 
análisis del ciclo celular por citometría de flujo de las distintas líneas celulares 
tratadas con sus respectivas dosis (IC50) de palbociclib durante 24 horas (Figura 14). 
 
 







Figura 14. Análisis del ciclo celular por citometría de las distintas líneas celulares tras el 
tratamiento con palbociclib a IC50 durante 24 horas. Los nombres en rojo denotan las líneas 
celulares con mutación en RB1 y los nombres en negro las líneas celulares sin mutación A, A’. 
Histogramas representativos del perfil de ciclo celular de cada una de las líneas celulares estudiadas 
con y sin tratamiento. B, B’. Representación gráfica de la media ± SD del porcentaje de células de 
cada tipo celular en cada una de las fases del ciclo celular con (+) y sin tratamiento (-). 
 
Pudimos observar que el tratamiento con palbociclib durante 24 horas fue 
suficiente para alterar el ciclo celular de las distintas líneas celulares (Figura 14). Este 
compuesto indujo una parada del ciclo celular en todas las líneas celulares, aunque 
esta parada tuvo lugar en diferentes fases del ciclo celular dependiendo del estatus 
del gen RB1. En los genotipos RB1 wt, la parada de ciclo celular tuvo lugar en la fase 
G1 junto con una reducción del número de células en fase S, y produjo un aumento 
del porcentaje de células con un contenido de ADN subdiploide (sub G1), 
característico de células apoptóticas. Sin embargo, en las células RB1 mut, el 
tratamiento con palbociclib produjo la parada de ciclo celular en la fase G2/M, con 









Así, el análisis comparativo de las fases del ciclo celular entre las diferentes líneas 
celulares según su presencia de mutación en RB1 mostró diferencias significativas en 
todos ellos, en especial una mayor inducción de apoptosis en las células RB1 mut 
(Figura 15). 
 
Figura 15. Resumen de los cambios en el ciclo celular como consecuencia del tratamiento con 
palbociclib. Los datos provienen de cada línea celular en relación con las células no tratadas, 




1.3. Estudio de las alteraciones producidas en la vía de señalización de CDK4/6 
tras el empleo de palbociclib. 
Tras comprobar que las células tratadas con palbociclib experimentan alteraciones 
en las fases del ciclo celular, nos propusimos analizar los posibles efectos del 
tratamiento con palbociclib en las distintas vías de señalización relacionadas con 
ciclo celular. Para ello, realizamos ensayos de western blot a partir de extractos 
proteicos de cinco líneas celulares tratadas durante seis horas con una dosis de 1 µM 
de palbociclib. 








Figura 16. Estudio mediante western blot de las principales proteínas relacionadas con ciclo 
celular en las líneas celulares no tratadas (-) y tratadas con palbociclib (+). El estado del gen RB1 se 
muestra para cada línea celular, los nombres en rojo denotan las líneas celulares con mutación en 
RB1 y los nombres en negro las líneas celulares sin mutación. La β-actina se utilizó como control de 
carga. 
 
Como se puede observar en la Figura 16, el tratamiento con palbociclib produjo 
una reducción de la fosforilación de pRB en los residuos Ser 807/811 en las células 
RB1 wt, así como un aumento de la expresión de p107. Sin embargo, en las células 
RB1 mut, además de observar la esperada ausencia de pRB, se encontró una 
disminución de la expresión de Ciclina B y E2F3a, lo cual correlaciona con los datos 
mostrados previamente en relación a la parada en la fase G2/M del ciclo celular en 
las células portadoras de mutaciones inactivantes de este gen. Por otro lado, no se 
observaron alteraciones en los niveles de expresión de CDK4, así como de otras 
quinasas dependientes de ciclinas como CDK2, CDK8 o CDK9, ni tampoco de las 
ciclinas A, D1 y E. Dado que las proteínas p16 y p27 son unas de las principales 
  





reguladoras de la cascada de señalización de CDKs-ciclinas, decidimos estudiar el 
posible efecto del tratamiento con palbociclib en sus niveles de expresión. De esta 
manera, observamos un aumento de la expresión de p27 en todas las líneas celulares 
independientemente de su estatus de RB1, mientras que la expresión de p16 no 
mostró cambios evidentes.  
1.4. Papel antitumoral de palbociclib en tumores generados mediante xenoinjerto 
de líneas celulares de cáncer de vejiga en ratones inmunodeficientes. 
Una vez caracterizado el efecto que ejerce palbociclib sobre las células de CU in 
vitro, decidimos investigar la capacidad antitumoral de este compuesto en una 
aproximación in vivo. Para ello, se realizaron inyecciones subcutáneas de las líneas 
celulares RB1 wt (RT-112) y RB1 mut (J82 y 5637) en el flanco de ratones 
inmunodeficientes Foxn1nu/nu (xenoinjertos). 
 
Figura 17. Efecto de palbociclib en el crecimiento tumoral de xenoinjertos derivados de RT-112, 
5637 y J82. Las flechas indican los puntos temporales de la administración de palbociclib. Las 
imágenes adyacentes muestran ejemplos de tumores no tratados (arriba) y tratados (abajo) al final 
del experimento para cada línea celular. Los datos están representados como la media ± la desviación 
estándar para cada uno de los experimentos realizados con las diferentes líneas celulares (n=20, por 
cada experimento). Los asteriscos muestran las diferencias significativas (*) p≤0,05; (**) p≤0,01; (***) 
p≤0,005. 






De manera análoga a lo observado anteriormente en los experimentos in vitro, en 
los xenoinjertos de las líneas tumorales en animales inmunodeficientes encontramos 
que el tratamiento con palbociclib inhibe el crecimiento tumoral y que su actividad 
es independiente del estatus mutacional del gen RB1 (Figura 17). Con el objetivo de 
conocer los procesos que dan lugar a esta inhibición del crecimiento tumoral, los 
tumores obtenidos (tratados con el vehículo y tratados con palbociclib) se 
caracterizaron mediante la realización de tinciones inmunohistoquímicas, evaluando 
los niveles de expresión de algunas proteínas relacionadas con proliferación celular 
(como Ki-67), el proceso mitótico (como la histona-3 fosforilada en el residuo Ser10) 










Figura 18. Expresión de Ki-67, histona 3 fosforilada y caspasa-3 activa en tumores derivados de 
xenoinjertos tratados con palbociclib. A-B) Ejemplos representativos de tinciones 
inmunohistoquímicas de tumores tratados con palbociclib y control (vehículo) de (A) RT-112 (RB1 
wt) y (B) 5637 (RB1 mut) específicas para Ki-67, caspasa-3 activa e histona 3 fosforilada. Barras = 150 
μm. C) Gráficos de barras mostrando el análisis cuantitativo de cada una de las tinciones. Los datos 
provienen de 5 tumores diferentes para cada línea celular y condición (tres secciones 
independientes) y se muestran como media ± SEM. n.s (no significativo); (**) p ≤ 0,01; (***) p ≤0,0005 
(****) p ≤ 0,0001; según lo determinado por la prueba de suma de rangos Wilcoxon.  
 
En la valoración inmunohistoquímica podemos observar una reducción de Ki-67 
en los tumores derivados de células RB1 wt, en concordancia con los resultados 
obtenidos en el ciclo celular in vitro (Figura 18). Sin embargo, en los tumores 
derivados de las células RB1 mut la disminución de la mitosis (evaluada mediante la 
tinción de la histona 3 fosforilada) fue más significativa, junto con la inducción de la 
apoptosis (caspasa-3 activa). Además, como cabía esperar, en los tumores derivados 
de las células RB1 wt se obtuvo una inhibición significativa de la fosforilación de la 
proteína RB en los residuos Ser 807/811 (pRB) (Figura 19). 
  







Figura 19. Inhibición de la fosforilación de pRB en los tumores derivados de las células RB1 wt 
tratados con palbociclib (A). Ejemplo representativo de tinciones inmunohistoquímicas de pRB 
fosforilada en los tumores tratados con palbociclib y control (vehículo) derivados de las células RT-
112 (RB1 wt) Barras = 150 μm. (B) Análisis cuantitativo de la tinción. Los datos provienen de 5 
tumores diferentes para cada línea celular y condición (tres secciones independientes) y se 
muestran como media ± SEM. (***) p ≤0,0005 según lo determinado por la prueba de suma de 
rangos Wilcoxon. 
 
Estos resultados indican que el inhibidor de CDK4/6 es activo tanto in vitro como 
in vivo en células de CU, independientemente de la presencia de mutación en el gen 
RB1, aunque la inhibición de CDK4/6 produzca diferentes efectos en el ciclo celular 
de las células RB1 wt y de las células mutantes. 
2. FOXM1 actúa como diana de la inhibición de CDK4 /6. 
2.1. Análisis transcriptómico de las líneas celulares de cáncer de vejiga tratadas 
con palbociclib. 
Una vez comprobada la efectividad del inhibidor de CDK4/6 tanto in vitro como 
in vivo, decidimos estudiar en mayor profundidad el mecanismo de acción del 
fármaco. Para ello, se realizaron estudios de expresión génica empleando 
microarrays. En estos estudios se llevó a cabo la comparación de los niveles de 
expresión génica de las líneas celulares de cáncer de vejiga sin tratar y tratadas 
durante 24 horas a una dosis de IC50 de palbociclib (Figura 20A). Realizamos un 
análisis entre los genes inducidos y reprimidos por el tratamiento con Palbociclib en 
las tres líneas celulares (J82, 5637 y RT-112) sin encontrar coincidencias 
significativas (Figura 20B). Además, el análisis de ontología génica de las vías 
  





funcionales involucradas en los genes diferencialmente expresados en las distintas 
líneas celulares tratadas con palbociclib (tanto RB1 wt como mutantes), mostró que 
las alteraciones son en un número reducido de vías funcionales (Figura 21). 
 
Figura 20. Comparación del transcriptoma de líneas celulares tratadas con palbociclib y sin tratar 
(A). “Heatmap” que muestra los cambios globales del transcriptoma en las células J82, 5637 y RT-
112 como consecuencia del tratamiento con palbociclib (+) (dosis de IC50 durante 24 horas) y sin 
tratamiento (-). (B) Diagramas de Venn que muestran la superposición de transcritos reprimidos 
(arriba) e inducidos (parte inferior) en las diferentes líneas celulares como consecuencia del 
tratamiento con palbociclib. 






Para identificar aquellos factores de transcripción que están más representados 
como elementos reguladores de los genes que se desregulan como consecuencia del 
tratamiento con palbociclib, se empleó un análisis bioinformático utilizando la 
herramienta de análisis de enriquecimiento de datos de inmunoprecipitación de 
cromatina (ChEA; del inglés ChIP Enrichment Analysis). Esta herramienta 
informática engloba información de múltiples publicaciones y datos experimentales 
que reportan la unión de ciertos factores de transcripción a zonas reguladoras de 
determinados genes datadas experimentalmente mediante ChIP-PCR, ChIP-Seq o 
ChIPMassSpec. Estos análisis también revelaron disparidades entre los genes 
reprimidos e inducidos en las células RB1 wt vs. RB1 mut (Figura 22), de acuerdo 
con las diferencias existentes entre los patrones de genes desregulados en cada caso. 
Sin embargo, una fracción significativa de los tránscritos reprimidos en ambos tipos 
celulares presentan sitios de unión a FOXM1 y, por tanto, son posiblemente 
regulados de forma positiva por este factor de transcripción, mientras que genes 
relacionados con otros factores de transcripción habitualmente relacionados con la 
funcionalidad de RB1 e implicados en la regulación del ciclo celular, como los 
pertenecientes a la familia E2F, parecen afectar principalmente a los genes 
reprimidos en las células RB1 wt (Figura 22).   
Figura 21. Procesos biológicos relacionados con genes desregulados por el tratamiento con 
palbociclib. Procesos en los que están involucrados los genes reprimidos (A) e inducidos (B) en 
células RB1 wt (rojo) y RB1 mut (azul) tratadas con palbociclib. 
  





Figura 22. Análisis de los factores de transcripción que median la regulación génica de las células 
RB1 mut y RB1 wt tratadas con palbociclib mediante enriquecimiento de genes a partir de los 
microarrays de expresión. Se muestran los factores de transcripción más relevantes de los genes 
reprimidos (A) e inducidos (B) en las células RB1 wt y RB1 mut tratadas con palbociclib. 
 
2.2. Identificación de FOXM1 como mediador de la respuesta a palbociclib. 
A partir de los resultados observados en el apartado anterior, decidimos estudiar el 
posible papel de FOXM1 como molécula mediadora del efecto de palbociclib como 
agente antitumoral. CDK4/6 puede activar FOXM1 mediante la fosforilación de 
varios residuos, incluido Thr60067. Además, se ha visto también que CDK1 es capaz 
de fosforilar la proteína EZH2 lo cual provoca la inhibición de la actividad de 
metiltransferasa de EZH2, y produce un retraso en la transición G2/M del ciclo 
celular. Y por último, se ha demostrado que el tratamiento con palbociclib aumenta 
la activación de la señalización de las vías AKT/ mTOR y MAPK. Por todo ello, nos 
propusimos evaluar el efecto del tratamiento sobre la fosforilación de FOXM1, EZH2 
(Thr487), AKT (Ser473) y ERK (Thr202/Tyr204) (Figura 23). Tras tratar cinco líneas 
celulares de cáncer de vejiga con palbociclib durante 24 horas a su correspondiente 
IC50, observamos una reducción significativa del estado fosforilado de FOXM1 en el 
residuo Thr600 en todas las células tratadas, y una ligera disminución de EZH2 
(Thr487), pero sin cambios significativos en los niveles de AKT (Ser473), ERK1/2 
(Thr202/Tyr204), o niveles totales de FOXM1. 







Figura 23. Estudio de distintas quinasas y forma fosforilada de FOXM1 en las células tratadas y no 
tratadas con palbociclib (IC50 durante 24 horas). Los nombres en rojo denotan las líneas celulares 
con mutación en RB1 y los nombres en negro las líneas celulares sin mutación. La α-tubulina se 
utilizó como control de carga. 
 
Para validar in vivo que FOXM1 es una diana indirecta de la inhibición de 
CDK4/6, analizamos los niveles de fosforilación de FOXM1 en el residuo Thr600 
(FOXM1-P) en muestras procedentes de los xenoinjertos previamente obtenidos a 
partir de células RB1 wt y de RB1 mutantes. En ambos casos, se observó una 
inhibición significativa de esta fosforilación como consecuencia del tratamiento con 
palbociclib (Figura 24).  
 
Figura 24. Evaluación de la fosforilación de FOXM1 tras el tratamiento con palbociclib en un 
modelo in vivo. (A) Ejemplos representativos de tinciones inmunohistoquímicas de FOXM1-P en 
los tumores generados a partir de las células RT-112 (RB1 wt) y 5637 (RB1 mut) tratados con 
palbociclib y control (vehículo). Barras = 150 μm. (B) Análisis cuantitativos de la tinción. Los datos 
provienen de 5 tumores diferentes para cada línea celular y condición (tres secciones 
independientes) y se muestran como media ± SEM. (****) p≤0,0001; (***), p≤0,0005 según lo 
determinado por el test de Mann-Whitney. 
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Estos resultados fueron confirmados mediante silenciamiento de la proteína 
CDK4, empleando un shARN específico para esta molécula, tanto en una línea RB1 
wt (RT-112) como en una línea RB1 mut (5637). En ambos tipos celulares se observó 
una reducción de FOXM1-P tras el silenciamiento de CDK4 (Figura 25A), 
acompañado de una disminución de los niveles totales de FOXM1 en el caso de las 
células RB1 mutantes. Estos efectos no se observaron en el caso del silenciamiento de 
CDK2, el cual produce, por ejemplo, un aumento de FOXM1-P en células RB1 wt, y 
el incremento de los niveles totales de FOXM1 en ambos tipos celulares (Figura 
25B). Estos resultados refuerzan la observación anterior de que la inhibición de 
CDK4, pero no de CDK2, disminuye los niveles la fosforilación de FOXM1 en el 
residuo Thr600. 
 
Figura 25. Efecto del silenciamiento de CDK4 y CDK2 en la fosforilación de FOXM1 en líneas 
celulares de cáncer de vejiga. En el panel izquierdo se muestran los resultados del silenciamiento 
de CDK4 (A) o CDK2 (B) en las líneas celulares RT-112 y 5637. El control (-) utilizado fue un 
shARN inespecífico. Se utilizaron como control de carga GAPDH y α-Tubulina. 
 
Para estudiar la interacción entre las vías de señalización de RB1 y FOXM1 se 
llevaron a cabo experimentos de silenciamiento de pRB en una línea celular RB1 wt 
(RT-112) (Figura 26). De esta manera, pudimos observar a nivel proteico que la 
disminución de pRB produjo un aumento de la expresión de FOXM1 (tanto de los 
niveles totales como de su isoforma fosforilada en el residuo Thr600) acompañado de 
un aumento de CDK4, ciclina D3 y una disminución de ciclina D1. Todo ello en 
conjunto sugiere que la activación de FOXM1 se ve incrementada en ausencia de 
pRB y puede depender de los complejos CDK4/6/cycD3 en las líneas celulares 
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estudiadas (Figura 26A). Sin embargo, la sensibilidad a palbociclib de esta línea 
celular no se ve afectada cuando silenciamos pRB (Figura 26B), apoyando de nuevo 
la existencia de un mecanismo independiente de RB1 por el cual palbociclib induce 
la inhibición de la proliferación de las líneas de cáncer de vejiga. 
 
Figura 26. Interacción entre la vía pRB y FOXM1 en la línea celular RT-112 (RB1 wt). (A) 
Modificación de la expresión de FOXM1, CDK4 y algunas ciclinas tras el silenciamiento de pRB en 
una línea celular RB1 wt(B). Sensibilidad a palbociclib tras el silenciamiento de pRB mediante 
XTT. Los datos provienen de 5 experimentos independientes y se muestran como media ± SEM. 
 
2.3. Estudio de la sensibilidad a palbociclib dependiente de FOXM1. 
Para analizar si la sensibilidad al inhibidor de CDK4/6 es o no dependiente de la 
expresión de FOXM1, realizamos experimentos de aumento de expresión y 
silenciamiento de FOXM1 en las líneas celulares RT-112 y 5637 (empleando un 
plásmido que permite la expresión exógena de la proteína y dos shARNs 
específicamente diseñados para ello, respectivamente). En estos experimentos 
encontramos que el aumento de expresión de FOXM1, acompañada de una mayor 
fosforilación de este, confiere mayor sensibilidad a palbociclib, mientras que la 
reducción de FOXM1 promueve una resistencia en las células RB1 mutantes (Figura 
27). Estos resultados nos permiten considerar que FOXM1 es un posible marcador 
subrogado de la sensibilidad a palbociclib, en particular en ausencia de RB1 
funcional.  
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Figura 27. Efectos del aumento de expresión o silenciamiento de FOXM1 en la sensibilidad a 
palbociclib en las líneas celulares RT-112 (RB1 wt) (A) y 5637 (RB1 mut) (B). En el panel 
izquierdo se muestran los efectos a nivel de proteína de FOXM1, y en el panel derecho se muestra 
la sensibilidad a palbociclib mediante XTT. Los datos provienen de 5 experimentos independientes 











Para determinar si la disminución de FOXM1 puede o no afectar al crecimiento 
tumoral se llevaron a cabo experimentos de xenoinjertos con las líneas celulares 
RT112 y 5637. Se inocularon ambas líneas celulares parentales y con FOXM1 
silenciado (empleando para ello el mejor de los dos silenciamientos evaluados in 
vitro) en ratones inmunodeficientes. Como se puede observar en la Figura 28, 
confirmamos que hay una inhibición del crecimiento tumoral como consecuencia de 
la reducción del nivel expresión de FOXM1 en ambas líneas celulares. 
 
Figura 28. Curvas de crecimiento tumoral de las líneas celulares RT-112 (A) y 5637 (B) 
comparando las células parentales y aquellas con silenciamiento de FOXM1 en xenoinjertos de 
ratones desnudos. Los datos provienen de 5 ratones independientes en cada grupo y se muestran 
como media relativa de crecimiento ± SEM. Los valores de p-valor se obtuvieron mediante la 
prueba de comparación múltiple ANOVA y Bonferroni. 
 
En su conjunto, estos resultados muestran que FOXM1 es una diana de la 
inhibición de CDK4 en líneas celulares de cáncer de vejiga, independientemente de 
la presencia de mutación en el gen RB1, remarcando su importante papel en la 







































3. Importancia de FOXM1 en el cáncer de vejiga. 
3.1. Los niveles de FOXM1 predicen la recurrencia en el cáncer de vejiga. 
Una vez demostrado el papel importante de FOXM1 en la señalización de CDK4, 
decidimos estudiar su posible relevancia en el CU humano, empleando para ello 
muestras de pacientes de CU obtenidas de un estudio prospectivo (Ver Anexo I). Se 
purificó ARN total de 38 muestras seleccionadas (28 muestras tumorales y 10 
muestras de tejido sano) y se realizaron experimentos de hibridación y cuantificación 
de la expresión génica por microarrays. A partir de los datos de expresión génica 
obtenidos, se llevó a cabo un agrupamiento jerárquico supervisado, es decir, un 
agrupamiento de los genes diferencialmente expresados que agrupan las muestras 
según sean tejido normal, tumores primarios con recurrencia o sin recurrencia 
(Figura 29A). Una vez llevado a cabo este análisis, observamos que los genes que 
muestran una inducción de su expresión en el grupo de tumores primarios que 
posteriormente mostraron recurrencia, presentan un enriquecimiento significativo 
de sitios de unión a FOXM1, además de E2F y MYC (entre otros factores) (Figura 
29B). Además, estos mismos genes mostraron una superposición significativa con los 
genes que se encuentran regulados a la baja tras el tratamiento con palbociclib en 
diversas líneas celulares (Figura 29C). Sorprendentemente, cuando se hizo una 
agrupación no supervisada según la expresión de los genes que presentan unión a 
FOXM1 97,127, encontramos una clara discriminación entre las muestras normales y 
tumorales, así como una separación entre los tumores de pacientes que 
posteriormente presentaron o no recurrencia (Figura 29D). 
 











Figura 29. Caracterización transcriptómica de la serie prospectiva de pacientes con CU. (A) 
“Heatmap” que muestra la clasificación supervisada de genes que discriminan muestras de tejido 
normal (N) y muestras de tejido tumoral procedente de tumores primarios (Tum) que luego 
mostraron recurrencia (R) o no (N-R)118. (B) Análisis “Transcription Factor Binding Site 
Enrichment” de genes inducidos en los tumores primarios con recurrencia. (C) Superposición 
entre genes inducidos en los tumores primarios con recurrencia y genes reprimidos en líneas 
celulares con el tratamiento de palbociclib. (D) “Heatmap” que muestra la clasificación no 
supervisada de la serie de pacientes según el nivel de expresión de genes identificados previamente 
como ligados y regulados por FOXM1127. 
N corresponde a muestras de vejiga normal; T R corresponde a muestras de tumor primario con 
recurrencia durante el seguimiento; T N-R corresponde a muestras de tumor primario que no 















































































Los análisis de expresión de FOXM1 mediante RT-qPCR en esta serie de pacientes 
confirmaron el aumento de expresión de este gen en las muestras tumorales frente al 
tejido normal (Figura 30A). Además, dentro de las muestras de tipo tumoral, se vio 
que la expresión de FOXM1 está aumentada en aquellas que presentaban un alto 
grado (Figura 30B) y en muestras procedentes de pacientes con recurrencia (Figura 
30C). Por otro lado, también se observó un aumento en los niveles de expresión de 
FOXM1 en aquellos tumores que mostraron progresión del tumor en la recurrencia 
(Figura 30D). Sin embargo, no encontramos diferencias cuando se compararon los 
niveles de expresión de los tumores en los estadios Ta-T1 (Figura 30E).  
 
Figura 30. Expresión diferencial de FOXM1 en muestras de pacientes CUNMI. Análisis de RT-
qPCR que muestran los niveles de expresión de FOXM1 en las muestras de tejido normal (n= 34) y 
de tumores primarios (n= 42) (A), tumores de grado bajo histológico de malignidad (n=16) versus 
tumores de alto (n=23) (B), tumores recurrentes (n=15) versus tumores no recurrentes (n=20) (C), 
tumores que no muestran progresión frente a tumores que progresan tras la recurrencia (D) y 
tumores de estadios Ta (n=16) versus T1(n=20) (F) en la serie de pacientes CUNMI. (*) p≤0,05; (**) 























































































































A B C 
D E 






De forma adicional, se llevaron a cabo tinciones inmunohistoquímicas de los 
tumores para evaluar el nivel de activación de FOXM1 en los mismos. De esta 
manera observamos que el nivel de fosforilación de FOXM1 en el residuo Thr-600 
era capaz de discriminar los tumores que posteriormente presentaron recurrencia de 
aquellos que no recurrieron (Figura 31AB). 
 
 
Figura 31. Niveles de fosforilación en Thr600 de FOXM1 discriminan el tiempo de recurrencia en 
muestra de CUNMI. (A) Imágenes representativas de inmunohistoquímicas de la expresión de 
FOXM1 fosforilado en Thr600 en muestras de CUNMI que muestran un ejemplo de tinción 
negativa (izquierda) y un ejemplo de tinción positiva (derecha). Barra de escala, 150 µm. (B) 
Gráfico de Kaplan-Meier que muestra la recurrencia en función de la clasificación de la expresión 


















Asimismo, utilizando la base de datos TCGA (del inglés, The Cáncer Genome 
Atlas) que contiene una serie compuesta casi exclusivamente por pacientes con 
CUMI, encontramos que los niveles transcripcionales de FOXM1 se asocian 
significativamente a una menor tasa de supervivencia por enfermedad específica 
(Figura 32). 
 
Figura 32. Los niveles transcripcionales de FOXM1 discriminan la tasa de supervivencia utilizando 
datos de TCGA. Gráfico de Kaplan-Meier que muestra la supervivencia por enfermedad específica 
de pacientes con CUMI (de la base de datos TCGA) según la expresión alta o baja del gen FOXM1. 
El valor de p fue determinado por la prueba estadística de log-rank. 
 
Finalmente, utilizando los genes identificados previamente como dianas de 
FOXM1 mediante ChIP-Seq 97,127, se analizó mediante la herramienta GSEA si esta 
lista de genes es capaz de diferenciar los diferentes subtipos de CU del TCGA. En 
este análisis se vio que los grupos III y IV del TCGA mostraron un enriquecimiento 
positivo de estos genes, mientras que el grupo II mostró un enriquecimiento negativo 
(Figura 33A). Estos resultados fueron reforzados mediante un análisis supervisado de 
los subgrupos del TCGA mediante la expresión de esta misma lista de genes, 
mostrando un aumento de su expresión en los subgrupos III y IV, y una disminución 
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Figura 33. Los genes identificados previamente como dianas de FOXM1 mediante ChIP-Seq 
discriminan los grupos del TCGA. (A) Normalized enrichment score (NES) en los diferentes subtipos 
de cáncer de vejiga TCGA diferenciados por los genes identificados como dianas de FOXM1. (B) 
“Heatmap” mostrando la clasificación supervisada de genes unidos por FOXM1 a lo largo de los 
diferentes subtipos de cáncer de vejiga TCGA. 
 
Los resultados comentados anteriormente reafirman que FOXM1 tiene un papel 
importante en el desarrollo y la progresión del CU. De forma relevante, los datos 
referentes a la fosforilación de FOXM1 en la Thr600 en las muestras de CUNMI, 
podrían indicar que dicha forma fosforilada de FOXM1 podría ser un biomarcador 
predictivo de recurrencia temprana y apoyarían la utilización de inhibidores de 
CDK4/6 en los pacientes con CU.  
 
  





4. Utilización de palbociclib junto con el quimioterápico cisplatino. 
4.1. Efecto de la terapia combinada de palbociclib con cisplatino sobre la 
supervivencia celular en líneas celulares de cáncer de vejiga. 
El tratamiento estándar en primera línea para el CUMI es la quimioterapia con 
cisplatino (CDDP) combinado con gemcitabina o MVAC, siendo preferida la primera 
opción por tener un mejor perfil de seguridad. Sin embargo, más del 50% de los 
pacientes no cumple con los criterios de elección para esta terapia debido a que 
presentan comorbilidades que impiden su empleo a las dosis establecidas por riesgos 
de toxicidades extremas. Motivados por hallazgos recientes que demuestran que el 
aumento de expresión o actividad de FOXM1 confiere resistencia a platino 128,129, 
decidimos comprobar si la inhibición de CDK4/6 puede o no afectar a la respuesta a 
cisplatino. Para ello, realizamos curvas de sensibilidad a cisplatino y a la 
combinación de cisplatino con palbociclib en las líneas celulares de cáncer de vejiga 
(Figura 34). En todas las líneas celulares evaluadas se observó que la IC50 de CDDP 
se reducía drásticamente en la combinación con palbociclib (Tabla 5). De hecho, los 
estudios de interacción de compuestos mediante el método Chou-Talalay 111 
mostraron que esta disminución de concentración era debida a una acción conjunta 
que incrementa la potencia de la mezcla (sinergia, índice <1) entre ambos 


















Figura 34. Ensayos de supervivencia de las líneas celulares de cáncer de vejiga a 24 horas de 
tratamiento con cisplatino (CDDP) y la combinación de CDDP y palbociclib. Representación 
gráfica que muestra la supervivencia celular de las seis líneas diferentes frente a la concentración 
del compuesto. Los nombres en rojo denotan las líneas celulares con mutación en RB1 y los 
nombres en negro las líneas celulares sin mutación en RB1. Los datos son la media ± SEM de 5-10 
experimentos en los que cada punto se realizó por sextuplicado. 
 
 
Tabla 5. Resumen del aumento de sensibilidad de CDDP como consecuencia del tratamiento con 
palbociclib en las líneas de cáncer de vejiga. Los datos muestran la reducción entre la IC50 de 
CDDP y la IC50 de CDDP más palbociclib. En la tercera columna se muestra el Índice de 
Combinación (IC) utilizando el método estadístico de Chou-Talalay. Los datos se acompañan de ± 























4.2. Implicación de la expresión de FOXM1 y CDK4 en la sensibilidad a 
cisplatino. 
Con objetivo de analizar el posible papel funcional de FOXM1 en el aumento de 
sensibilidad a cisplatino observado en la combinación con palbociclib, se determinó 
la sensibilidad a CDDP en las dos líneas celulares, tanto RB1 wt (RT-112) como RB1 
mut (5637), que presentaban el aumento de expresión o silenciamiento de FOXM1 
(Tabla 6). En ambas líneas celulares, observamos que el aumento de la expresión de 
FOXM1 incrementa la IC50 de cisplatino, mientras que cuando silenciamos FOXM1 
la sensibilidad al compuesto es mayor. Por lo que concluimos que FOXM1 puede 
determinar la sensibilidad a cisplatino en nuestras líneas celulares y mediar el efecto 
sinérgico entre CDDP y palbociclib observado in vitro. 
 
Tabla 6. Resumen de la variación de sensibilidad a cisplatino tras el incremento (FOXM1) y la 
disminución (shFOXM1) de la expresión de FOXM1 en ambas líneas de cáncer de vejiga. Los datos 
muestran la IC50 (µM) de cisplatino con el silenciamiento y aumento de expresión de FOXM1. Se 
utilizaron como células control las líneas celulares parentales transfectadas con el vector vacío de 
la construcción utilizada. En las últimas columnas se muestra el valor p obtenido mediante un test 
de Mann-Whitney en la comparativa del control (C) frente al silenciamiento o aumento de 
expresión de FOXM1. 
 
Por otro lado, evaluamos si el silenciamiento de CDK4 en ambas líneas celulares 
produce diferencias en los tratamientos con cisplatino y palbociclib por separado. En 
ambas líneas celulares, RT-112 y 5637, observamos que el silenciamiento de CDK4 
no varía la sensibilidad a cisplatino (Tabla 7A). Sin embargo, con la reducción de los 
niveles de expresión de CDK4 el uso de palbociclib deja de ser efectivo en ambas 
líneas celulares (Tabla 7B).  








Tabla 7. Resumen de la variación de sensibilidad a cisplatino y palbociclib tras el silenciamiento de 
CDK4 en ambas líneas de cáncer de vejiga. (A) Los datos muestran la IC50 (µM) de cisplatino con 
el silenciamiento de CDK4. (B). Los datos muestran la IC50 (µM) de palbociclib con el 
silenciamiento de CDK4. 
 
4.3. Papel de FOXM1 en la acción combinada de palbociclib y cisplatino. 
A continuación, estudiamos si la sinergia entre cisplatino y palbociclib podría 
verse afectada por diferentes niveles de expresión de FOXM1. Por ello, realizamos 
un análisis de cooperación entre ambos compuestos utilizando las líneas celulares 
RT-112 (RB1 wt) y 5637 (RB1 mut) con aumento de expresión y disminución de 
FOXM1 (Tabla 8). Los resultados indican que la sinergia existente entre cisplatino y 
palbociclib se mantiene independientemente de los niveles de expresión de FOXM1 
en las células RB1 mut (5637) (Tabla 8A), mientras que la disminución de FOXM1 en 
las células RB1 wt (RT-112) produjo un efecto aditivo y no sinérgico entre ambos 
compuestos (Tabla 8B).  
 
Tabla 8. Resumen del índice de combinación de cisplatino y palbociclib en las líneas celulares de 
cáncer de vejiga con aumento de expresión o disminución de FOXM1. En la columna de la derecha 
se indica el tipo de interacción farmacológica en base al índice de combinación obtenido.  
  





4.4. Efecto de la combinación de palbociclib y cisplatino in vivo en un modelo de 
xenoinjerto de líneas celulares de cáncer de vejiga. 
Con el objetivo de comprobar si la sinergia entre palbociclib y cisplatino es 
funcional en un sistema in vivo, se realizaron xenoinjertos de las células RT-112 
(RB1 wt) y 5637 (RB1 mut) en los flancos de ratones inmunodeficientes Foxn1nu/nu, 
que posteriormente fueron tratados con los diferentes compuestos. Los grupos de 
tratamientos (n=5 por grupo) se dividieron en animales tratados con el vehículo, 
palbociclib, cisplatino y la combinación de palbociclib más cisplatino (Figura 35).  
 
Figura 35. Resumen de los efectos de los distintos tratamientos (palbociclib, CDDP y palbociclib 
más cisplatino) en el crecimiento tumoral de xenoinjertos derivados de las líneas celulares RT-112 
(A) y 5637 (B). Las flechas negras y rojas indican los puntos temporales de la administración de 
palbociclib y cisplatino, respectivamente. (*) p≤0,05; (**) p≤0,01; (***) p≤0,005. 
 
En las gráficas se puede observar que el tratamiento con cisplatino no tuvo efectos 
significativos en el crecimiento tumoral en ninguno de los casos a final del 
tratamiento. Sin embargo, tanto el tratamiento con palbociclib, como el tratamiento 
combinado de ambos compuestos produjeron una reducción significativa en el 
crecimiento tumoral (Figuras 35). 
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 La caracterización histológica de estos tumores mostró una severa reducción de la 
celularidad tras el tratamiento combinado (Figura 36A). Asimismo, el análisis de la 
expresión proteica realizada mediante western blot mostró una reducción 
significativa en la fosforilación de FOXM1 después del tratamiento con palbociclib y 




Figura 36. Caracterización de los xenoinjertos derivados de las líneas tumorales. (A) Fotografías 
representativas de tinciones con hematoxilina-eosina de los tumores derivados de las líneas 
celulares RT-112 (arriba, RB1 wt) y 5637 (abajo, RB1 mut). Barras de escala = 250 µm. (B) Western 
blot de los xenoinjertos tumorales de las células RT-112 y 5637 que muestran la reducción en la 
fosforilación de FOXM1 (Thr600) como consecuencia de los tratamientos con palbociclib y 
palbociclib más cisplatino.  
  





Estos resultados fueron confirmados mediante una caracterización 
inmunohistoquímica que mostró niveles disminuidos de FOXM1-P (Thr 600), 
inhibición de la proliferación (mediante el marcaje con BrdU) y una inducción 
visible de apoptosis en los tumores de los ratones tratados (mediante marcaje de 












Figura 37. Caracterización inmunohistoquímica de los xenoinjertos derivados de las líneas tumorales. 
(A) Ejemplos representativos de tinciones inmunohistoquímicas de FOXM1 fosforilado (Thr600), 
bromodesoxiuridina (BrdU) y caspasa 3 activa de tumores derivados de las líneas celulares RT-112 y 
5637 tratados con el vehículo y la combinación de palbociclib más cisplatino. Barras = 150 μm. (B) 
Resumen de los análisis cuantitativos de la tinción en A. Los datos provienen de 5 tumores diferentes 
para cada condición (tres fotografías independientes) y se muestran como media ± SEM. (****) 
p≤0,0001; (***) p≤0,0005; según lo determinado en el test de Mann-Whitney. 
 
 En conjunto, estos resultados revelan que la actividad del inhibidor de 
CDK4/6 muestra un efecto sinérgico con cisplatino, permitiendo una reducción 
significativa en la dosis de este agente quimioterapéutico tanto in vitro como in vivo. 
Este efecto puede estar mediado por la presencia de FOXM1, el cual determina la 
sensibilidad a cisplatino. 
  
  





5. Empleo de palbociclib en combinación con cisplatino en un modelo 
de ratón inmunocompetente de cáncer de vejiga metastásico. 
5.1. Caracterización del ratón Rb1F/F, Pten F/F, Trp53 F/F y Rbl1-/- como modelo de 
cáncer de vejiga metastásico. 
Tras obtener los resultados de las pruebas in vitro e in vivo mostrados en los 
apartados anteriores, decidimos estudiar el efecto de palbociclib en un contexto más 
fisiológico y similar al de los pacientes de CUMI. Los tumores uroteliales invasivos 
surgen a partir de la combinación de múltiples alteraciones genómicas simultáneas, 
entre las que se destacan las de los genes TP53, RB1 y PTEN 130. De forma paralela, 
las proteínas de la familia pRB, incluida la propia pRB, p107 y p130, se expresan de 
manera uniforme en todos los estratos celulares del urotelio, lo que parece indicar 
que desempeñan un papel redundante en la progresión del ciclo celular urotelial. En 
trabajos previos del laboratorio se demostró que la pérdida de pRB no es suficiente 
para producir tumorigénesis. Sin embargo la pérdida de pRB, produce una 
compensación funcional por parte de p107 131. Debido a todo esto, utilizamos un 
modelo de ratón transgénico de cáncer de vejiga metastásico cuádruple knockout 
(CKO) basado en la pérdida de tres genes supresores de tumores (Rb1, Pten, Trp53), 
en un ratón nulo o knockout para Rbl1. Para inducir la generación de los tumores 
uroteliales se inyectó el adeno-K5-Cre en la luz de la vejiga, provocando así la 
deleción de estos genes en las células basales del urotelio, hecho que fue confirmado 
mediante la utilización de ratones que portan un LoxP-Stop-LoxP-LacZ en el locus 
ROSA26. Después de 90-120 días de la inoculación intravesical del adeno-K5-Cre, 
los ratones (n=20) presentaron lesiones tumorales vesicales. Estos tumores se 
caracterizan por invadir la capa muscular de la vejiga (Figura 38A), afectando a 
tejidos circundantes y presentando, en todos los casos, metástasis distales dentro de 
la cavidad peritoneal (Figura 38B) y, en menor medida, en el hígado y los pulmones 
(Figura 38C). 








Figura 38. Imágenes representativas de la histología de los tumores primarios y metástasis del 
modelo CKO (Rb1F/F, Pten F/F, Trp53 F/F y Rbl1-/-). (A) Ejemplo de la morfología histológica de una 
muestra de tumor vesical del modelo CKO. (B y C) Ejemplos de metástasis (met) en la cavidad 
peritoneal (B) y en los pulmones pulmonar (C). Barras de escala =150 μm. 
 
Con el objetivo de estudiar en mayor profundidad este modelo animal, llevamos a 
cabo la caracterización del transcriptoma completo de los tumores primarios y sus 
metástasis, empleando como controles tejido urotelial aislado de vejigas sin 
inoculación del virus. A partir de los datos de expresión génica de dichas muestras, se 
llevó a cabo un agrupamiento jerárquico supervisado, es decir, un agrupamiento de 
los genes diferencialmente expresados que agrupan las muestras según sean tejido 
urotelial sin inoculación del virus (controles), tumores primarios (tum) y metástasis 
(met).  
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Como podemos ver en la Figura 39A, los tumores y las metástasis experimentan 
cambios importantes en el transcriptoma respecto a los controles, observando una 
represión de 720 transcritos y un aumento de expresión de 727 transcritos. El análisis 
de ontología génica de los genes que se expresan de forma diferencial entre los 
distintos tipos muestrales reveló que los tumores presentan una represión 
significativa principalmente en genes relacionados con la organización muscular, la 
señalización por VEGF, la señalización intracelular y extracelular, así como la 
organización de la matriz extracelular (MEC), mientras que los genes inducidos se 
encuentran involucrados en el ciclo celular, la reparación/replicación del ADN y en 
la remodelación de la cromatina (Figura 39B). Además, empleando la herramienta 
informática Enrich webtool, observamos que los genes que presentan un aumento de 
sus niveles de expresión en los tumores y las metástasis parecen estar regulados 
principalmente por los factores de transcripción de la familia E2F, MYC y, de una 
manera notable, FOXM1 (Figura 39C). Por otro lado, entre los factores de 
transcripción que parecen regular la expresión de los genes reprimidos en las 
muestras tumorales y las metástasis se incluyen algunos miembros del complejo 
Polycomb, como SUZ12 o EZH2 (Figura 39D), de los cuales está descrito que poseen 
características oncogénicas en cáncer de vejiga. 










Figura 39. Análisis funcional de las alteraciones transcripcionales de los tumores del modelo 
animal frente a los controles. A) “Heatmap” mostrando los genes reprimidos (azul) o con aumento 
de expresión (rojo) entre el tejido urotelial normal (control) vs tumoral (tum) y metástasis (met). 
B) Análisis mediante Ontología Génica de los procesos biológicos en los que están involucrados los 
genes con expresión reducida (azul) o aumentada (rojo). C y D) En la gráfica se muestra el análisis 
de los factores de transcripción que tienen sitios de unión a los genes con expresión inducida (C) y 


































































































































Estos resultados se confirmaron mediante el uso de un análisis de enriquecimiento 
en grupos de genes (GSEA). En este análisis los transcritos diferencialmente 
expresados en las muestras tumorales de ratón mostraron un enriquecimiento en 
genes diana de factores de transcripción como E2F y MYC, relacionados con el 
control de la proliferación, así como en genes implicados en el proceso de TEM 




Figura 40. Análisis de enriquecimiento en grupos de genes (GSEA). En las gráficas se observa que 
los tumores generados en el modelo transgénico presentan un enriquecimiento en genes diana de 
E2F y MYC, y en procesos como TEM. FDR: “false discovery rate”; “NES: “normalized enrichment 
score”. 
 
5.2. Caracterización comparativa de los tumores uroteliales generados en el 
modelo de ratón CKO con el CU humano. 
Debido a las características metastásicas de los tumores obtenido en el ratón 
decidimos estudiar si las características moleculares obtenidas son similares a algún 
subtipo tumoral de CU. El análisis de GSEA de los genes aumentados en los tumores 
respecto al urotelio normal de ratón, reveló que dichos genes aumentados se 
encuentran en un patrón similar en el subtipo basal escamoso, y de forma opuesta en 
los subtipos luminal y luminal papilar de CU humano (subtipos de TCGA) (Figura 
41). 









Figura 41. Análisis de enriquecimiento en grupos de genes (GSEA) de los tumores del modelo 
transgénico CKO frente a los distintos subtipos tumorales humano del TCGA. En las gráficas se 
observa que los genes inducidos en los tumores generados en el modelo transgénico presentan un 
enriquecimiento significativo en el subtipo basal-escamoso humano de TCGA, y un 
enriquecimiento negativo en los subtipos Luminal Papilar y Luminal de TCGA. FDR: “false 
discovery rate”; “NES: “normalized enrichment score”. 
 
Por otro lado, en los tumores obtenidos del modelo de ratón CKO con delección 
en p107, pRB, p53 y PTEN, encontramos un aumento de la fosforilación de S6, AKT, 
ERK y STAT3, respecto de urotelio normal de ratón (Figura 43). En base a estos 
resultados, investigamos si estas características estaban asociadas con algún grupo 
específico de CU humano. Utilizando un método de agrupación denominado “Self-
organizing map” a partir de datos proteómicos de muestras humanas de CU 
contenidos en la base de datos TCGA pudimos ver que dos grupos de la matriz 
obtenida en este análisis (denominados 6 y 9), mostraron el patrón de proteínas con 
reducción de PTEN, y un incremento de actividad de AKT, ERK, S6 y STAT3 (Figura 
42A), similar al encontrados en las muestras de tumores murinos. Cuando 
comparamos las características de los grupos 6 y 9 unidos, frente a los grupos 
restantes o a la serie completa de todos los grupos podemos observar que estos dos 
grupos se encuentran enriquecidos significativamente en los subtipos basal-
escamoso, luminal infiltrado y neuronal (Figura 42B). 
  






Figura 42. Análisis de agrupación de muestras humanas con CU (TCGA) procedentes de 
Proteomics Reverse Phase Protein Arrays (RPPA) con las muestras tumorales obtenidas del 
modelo animal CKO. (A) “Heatmap” representando la expresión de las formas fosforiladas de los 
genes de interés en los grupos similares entre los tumores de TCGA y los tumores de los ratones 
CKOs. (B) Porcentaje de casos donde se observa un enriquecimiento en el subtipo basal escamoso, 
luminal infiltrante y neural respecto a los subtipos luminal papilar en el grupo 6+9. El p valor se 
obtuvo mediante la prueba estadística de Fisher. (C) Número de casos correspondiente a cada uno 
de los subtipos moleculares clasificados de acuerdo a los niveles de expresión de los marcados 
indicados y agrupados en los grupos 6+9 y resto en TCGA. 
 
 






Estos dos grupos (6 y 9) se caracterizan por la presencia de mutaciones en los 
supresores tumorales TP53 y RB1 de manera simultánea (Figura 43A), una mayor 
incidencia de metástasis al diagnóstico (Figura 43B) y una reducción de la 
supervivencia global en pacientes de CU (Figura 43C). 
 
Figura 43. Caracterización del grupo 6+9 por presencia de mutación en TP53 y RB1 (A), metástasis 
(B) y supervivencia (C) de los pacientes humanos con CU (TCGA). El valor p fue obtenido 









5.3. Caracterización de los tumores uroteliales generados en el modelo de ratón 
CKO tratados con palbociclib y cisplatino. 
Dadas las características del modelo de ratón y sus similitudes con las 
características del cáncer de vejiga avanzado en humanos, decidimos estudiar la 
efectividad del tratamiento combinado de palbociclib más cisplatino. Después de 90-
120 días de la inoculación intravesical del adeno-K5-Cre, los ratones (n=40) fueron 
divididos en dos grupos de tratamiento (n=20 por grupo), animales tratados con el 
vehículo, y animales tratados con la combinación de palbociclib más cisplatino. 
Comprobamos que el tratamiento combinado de ambos compuestos produce un 
incremento significativo de la supervivencia de los animales tras la aparición de los 
tumores y una disminución severa de la carga metastásica (Figura44). 
 
Figura 44. Análisis Kaplan-Meier de la supervivencia de los ratones CKO con y sin el tratamiento 
de palbociclib más cisplatino. Se muestran las curvas de Kaplan-Meier donde se observa la 
supervivencia tras el tratamiento de los ratones en la cohorte de control y en la tratada con 
palbociclib más cisplatino (n=20 por grupo). El valor de p se obtuvo usando el test Log-Rank de 
comparación de curvas de supervivencia. La flecha roja denota el inicio del tratamiento. Las 
flechas negras y azules indican los puntos temporales de administración de palbociclib y cisplatino, 
respectivamente. Los números mostrados en cada curva indican los ratones que muestran 
metástasis en cada cohorte respecto al número total de animales por grupo. 
 
 
































Tras la necropsia de los animales de los diferentes grupos, el análisis histológico 
de los diferentes órganos que fueron evaluados mostró que, a diferencia de la 
cohorte control, que como hemos mencionado antes muestran tumores invasivos 
(Figura 45A) y metástasis en órganos distales como por ejemplo el pulmón (Figura 
45B), en la cohorte de los ratones tratados con la combinación de palbociclib y 
cisplatino se observan principalmente remanentes tumorales con una reducción 
de la invasión de la capa muscular (Figura 46C). Además, en el grupo tratado con 
la combinación de palbociclib y cisplatino también se observan claros signos de 
regresión tumoral (Figura 46D) con amplias zonas necróticas e infiltrados 
linfocitarios que afectan tanto a los tumores como a las metástasis (Figura 46EF). 
 
  








Figura 46. Imágenes histológicas representativas de tumores uroteliales y metástasis de los ratones 
CKO de la cohorte control (A, B) y de los tumores uroteliales y metástasis de los ratones CKO de la 
cohorte tratada con palbociclib más cisplatino (C, D). (A) Tumor urotelial perteneciente a un ratón 
CKO tratado con el vehículo (Control). (B) Metástasis pulmonar perteneciente a un ratón CKO 
tratado con el vehículo (Control). (C) Tumor urotelial perteneciente a un ratón CKO tratado con la 
combinación de palbociclib más cisplatino. (D) Metástasis pulmonar perteneciente a un ratón CKO 
tratado con la combinación de palbociclib más cisplatino. (E) Metástasis peritoneal perteneciente a 
un ratón CKO tratado con la combinación de palbociclib más cisplatino con infiltrado linfocitario. 
(F) Tumor perteneciente a un ratón CKO tratado con la combinación de palbociclib más cisplatino 
Barras de escala=150 μm en las imágenes inferiores de cada una de las figuras y barra de escala=250 
μm en las ampliaciones superiores de cada una de las figuras. 
 
La caracterización inmunohistoquímica de estos tumores reveló una inhibición 
significativa de la proliferación, como lo indica la disminución de la incorporación 
de BrdU y la disminución de la fosforilación de la histona 3 fosforilada (pH3), 
acompañado de una inducción de la apoptosis por aumento de caspasa3 activada 
(Figura 47). Al analizar de igual manera la cantidad de FOXM1 fosforilado en Thr600 
se vio que esta fosforilación estaba claramente inhibida tras el doble tratamiento de 
palbociclib más cisplatino tanto en la tinción histológica por inmunohistoquímica 
como en el análisis por western blot (Figura 48A-F). Sin embargo, al analizar otras 
vías de señalización relacionadas con la carcinogénesis, no se vio una inhibición 
significativa en los ratones con el doble tratamiento de las vías de AKT (Ser473), 
STAT 3 (Tyr705) o ERK (Thr202/Tyr204) en los tumores de los ratones tras el doble 
tratamiento (Figura 48B, C, D). No obstante, si se observó una disminución de los 
niveles de expresión de EZH2 total tanto en la tinción inmunohistoquímica de los 
tumores como en el análisis por western blot (Figura 48EF). 










Figura 47. Inmunohistoquímicas representativas de BrdU (A), fosforilación de la histona H3 (B) y 
apoptosis analizada por los niveles de caspasa-3 activada (C) en tumores uroteliales de ratones 
CKO tratados con el vehículo y con la combinación de palbociclib y cisplatino. A la izquierda, 
ejemplos representativos de inmunohistoquímicas de tumores tratados con el vehículo; paneles 
intermedios, ejemplos representativos de inmunohistoquímicas de tumores tratados con 
palbociclib y cisplatino. A la derecha se muestran los análisis cuantitativos de cada una de las 
tinciones. Los datos provienen de 5 tumores diferentes para cada condición (tres imágenes 
independientes) y se muestran como media ± SEM. (**) p ≤ 0,01; según lo determinado por el test 










Figura 48. Imágenes representativas de inmunohistoquímicas y western blot de tumores controles 
y de tumores de vejiga de ratones CKO tratados con cisplatino y palbociclib. En ellos se muestra la 
reducción en FOXM1 fosforilado (A), pero no en AKT fosforilado (B), STAT3 (C) o ERK (D) como 
consecuencia del tratamiento. (E) La expresión de EZH2 que se reduce severamente en muestras 
de vejiga de ratón tratadas con palbociclib y cisplatino. (F) Análisis de western blot de urotelio 
normal, tumores tratados con el vehículo, y tumores tratados con cisplatino y palbociclib de todas 
las proteínas citadas. Todas las proteínas se normalizaron utilizando la expresión de β-actina. 
Barras de escala=150 μm. 
 
Con el objetivo de comprender en mayor profundidad el efecto provocado por el 
tratamiento combinado de palbociclib y cisplatino en el modelo CKO, se realizaron 
análisis transcriptómicos de tejido urotelial normal pertenecientes a ratones sin 
inoculación del vector adenoviral (control), tumores y metástasis de ratones tratados 
con el vehículo, y tumores y metástasis pertenecientes a ratones tratados con 
palbociclib y cisplatino. En el análisis de agrupamiento de genes diferencialmente 






expresados de los controles frente a las muestras tumorales mostró que los tumores 
tratados con la combinación de palbociclib y cisplatino (palbo) se agrupan junto con 
el grupo perteneciente a tejido urotelial normal (control), lo cual es indicativo de que 
su perfil de expresión génica es más similar al urotelio normal que al del tumor sin 
tratamiento (Figura 49A). El análisis de los factores de transcripción relacionados 
con la regulación génica de los transcriptos diferenciales entre los tumores tratados y 
controles frente a los tumores y metástasis sin tratamiento revelaron que, aunque no 
se encontró una implicación significativa de los reguladores transcripcionales u 
ontologías genéticas en el caso de los trascriptos regulados positivamente, se detectó 
una regulación preferencial por FOXM1 y factores de transcripción E2F para los 
genes regulados a la baja, junto con marcas de histonas asociadas con la activación 
transcripcional (Figura 49B). Estos transcriptos regulados a la baja están involucrados 
principalmente en el control del ciclo celular, el mantenimiento de los telómeros, la 
organización de los cromosomas y la reparación del ADN (Figura 49C). Además, si 
comparamos estos genes reprimidos con los reportados en estudios realizados en 
varias líneas celulares de cánceres humanos encontramos una superposición 
estadísticamente significativa general asociada al tratamiento con palbociclib (Figura 
49D). 
Los análisis de GSEA de las muestras tumorales respecto de las muestras tumorales 
tratadas con palbociclib y cisplatino, revelaron un enriquecimiento en genes diana 
de factores de transcripción como E2F, MYC, y en las vías de señalización 
relacionadas con el punto de control de ciclo celular G2/M y TEM en las muestras 
tumorales. Además, observamos una pérdida de enriquecimiento en los genes 
dependientes de la señalización de K-Ras en los tumores tratados y un aumento de 
enriquecimiento en genes regulados en vías de metabolismo de xenobióticos, de 












Figura 49. Análisis transcriptómico de tejido normal urotelial, tumores y metástasis tratados con el 
vehículo, y tumores y metástasis uroteliales tratados con la combinación de palbociclib y cisplatino 
en el modelo CKO. A) Esquema del agrupamiento jerárquico supervisado del transcriptoma en 
tejido urotelial normal (cont), tumores pertenecientes a ratones tratados con el vehículo (Tum), 
metástasis pertenecientes a ratones tratados con el vehículo (met), tumores extraídos de ratones 
tratados con la combinación de palbociclib y cisplatino (palbo) y metástasis pertenecientes a 
ratones tratados con palbociclib y cisplatino (met-palbo). B) En la gráfica se muestra el análisis de 
las marcas de histonas y los factores de transcripción que tienen sitios de unión a los genes con 
expresión reducida en los tumores tratados con la combinación de palbociclib con cisplatino 
respecto a los sin tratar usando el algoritmo Enrich webtool 
(http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/)40,132. C) En la gráfica se muestran los procesos biológicos 
más relevantes en los que están involucrados los genes reprimidos por el tratamiento con 
palbociclib y cisplatino identificados por un análisis de ontología génica. D) En la gráfica se 
muestra la superposición entre los genes reprimidos en tumores uroteliales tratados con palbociclib 
y cisplatino frente a genes identificados en estudios previos de tratamiento con palbociclib en 













Figura 50. Análisis de enriquecimiento en grupos de genes (GSEA). En las gráficas se observa 
los análisis correspondientes a los tumores de ratones CKO tratados con el vehículo (Tum) vs 
tumores de ratones CKO tratados con el tratamiento palbociclib y cisplatino (Tto). FDR: “false 
discovery rate”; “NES: “normalized enrichment score”.. 
 
Estos resultados muestran que la supresión de los genes Rb1, Pten, Trp53 y Rbl1 
en las células uroteliales basales (K5) del urotelio positivas para la queratina 5 da 
lugar a la generación de tumores de cáncer urotelial invasivo, produciendo a su vez 
un alto número de metástasis. Los tumores generados por este modelo de ratón 
mostraron un enriquecimiento en la expresión de genes involucrados en procesos 
biológicos relacionados con la aparición del cáncer, como el ciclo celular, 
remodelación de la cromatina y la reparación/replicación del ADN. Mostrando, por 
lo tanto, que es un buen modelo de cáncer urotelial invasivo. De forma relevante, los 
datos referentes a la actividad del inhibidor de CDK4/6 (palbociclib) junto con el 
quimioterápico cisplatino, muestran una disminución de la carga metastásica y un 
aumento de la supervivencia global en estos ratones. Los tumores con el doble 
  





tratamiento muestran una regulación de las vías oncogénicas, asemejándose a las 
muestras uroteliales control y probando así el efecto terapéutico del tratamiento. Por 
todo ello, estos resultados abren vías alternativas de tratamiento para los pacientes 
con cáncer de vejiga que no pueden ser tratados con cisplatino como agente único 
debido a su toxicidad. El empleo de inhibidores de CDK4/6, como el palbociclib, 
permitiría reducir de forma significativa la dosis de cisplatina empleada y, por lo 
tanto, supondría una posible nueva línea de tratamiento para pacientes con 
comorbilidades, los cuales actualmente carecen de un tratamiento efectivo. 
 
  









































Como se ha mencionado en el primer capítulo de esta tesis, el tratamiento del CU 
ha tenido pocas mejoras desde la década de 1970. Para el CU avanzado la terapia 
basada en platino es la más empleada, pero aun así la supervivencia libre de 
enfermedad es muy baja, y a los dos años la mayoría de los pacientes mueren de 
enfermedad metastásica. Los inhibidores de punto de control inmunitario han 
mostrado una mejora en el tratamiento pero sólo un porcentaje reducido de 
pacientes, alrededor del 20-35%, han mostrado un beneficio claro de estas nuevas 
terapias 133. Con este trabajo queremos presentar los fundamentos para formar la base 
hacia un nuevo enfoque terapéutico en el cáncer urotelial basado en el uso de un 
inhibidor de CDK4/6, palbociclib, en combinación con el quimioterápico cisplatino.  
La estrategia racional para el empleo de inhibidores de CDK4 / 6 en el manejo de 
los pacientes oncológicos generalmente se asocia con un estado nativo del gen RB1 
134. El mecanismo de acción de estos inhibidores se basa en el bloqueo de la actividad 
de los complejos ciclina D-CDK4/6 que provoca la inactivación funcional de pRB y la 
consiguiente detención de la proliferación celular. Recientemente los inhibidores de 
CDK4/6 también han ganado relevancia clínica porque se ha demostrado que pueden 
mostrar sinergia con otros compuestos antitumorales y porque pueden superar la 
resistencia a las terapias actuales si se utilizan en combinación 135. 
1. Efecto de palbociclib en líneas de cáncer de vejiga. 
Debido a que una de las características fundamentales del desarrollo tumoral se 
basa en una proliferación descontrolada, en los últimos años los esfuerzos se han 
centrado en dianas relacionadas con los procesos de regulación de la división celular, 
y un claro ejemplo de ello es el desarrollo de inhibidores de CDK´s. En las últimas 
décadas se desarrollaron distintos inhibidores de CDK como posibles terapias contra 





el cáncer. Las primeras generaciones de inhibidores fueron inespecíficas y se les 
denomina pan-CDK, un ejemplo fue el flavopiridol 136. Este pan-inhibidor produce 
detección del ciclo celular, pero tiene efectos citotóxicos como resultado de la 
inhibición de CDK7 y CDK9, ambas ciclinas relacionadas con la ARN polimerasa y el 
inicio de la transcripción, cuyas funciones necesarias para el inicio d la transcripción 
del ADN. A pesar del amplio espectro de inhibición del flavopiridol (CDK1, CDK2, 
CDK4, CDK6, CDK7 y CDK9), este no mostró un gran beneficio en los ensayos 
clínicos in vivo tipo Fase II sobre tumores sólidos 137 . Después de estos resultados la 
segunda generación de inhibidores de CDK se centró en la inhibición más específica 
y potente (permitiendo el empleo de dosis más bajas de dichos compuestos). Un 
ejemplo fue el dinaciclib, inhibidor especifico de CDK1, CDK2, CDK5 y CDK9, con 
concentraciones inhibitorias entre 1-4 nM, en vez de los 20-100 nM de flavopiridol. 
En comparación con el flavopiridol este inhibidor mostró una actividad superior en 
la supresión de la fosforilación de pRB en los ensayo in vitro 138. Los primeros 
ensayos clínicos fueron prometedores, sin embargo en estudios de Fase II, los 
resultados fueron desfavorables, ya que aunque la terapia con dinaciclib demostró 
cierta actividad antitumoral y fue generalmente tolerada, la eficacia del tratamiento 
no fue superior a la obtenida con el tratamiento de la capecitabina, el agente 
quimioterápico utilizado como tratamiento en cáncer de mama avanzado 139. 
A partir de estos inhibidores, los esfuerzos científicos han ido centrándose en una 
mejora de especificidad de los inhibidores de CDK y con ello una mayor 
comprensión del mecanismo de acción y la desregulación de las CDK´s en el cáncer. 
Todos los hallazgos se fueron centrando por lo tanto en la inhibición de CDK4/6 
debido a las características únicas que poseen estas dos proteínas. En primer lugar, su 
inhibición provocaría un efecto citostático en la fase G0/G1 del ciclo celular. En 
segundo lugar, su efecto directamente activaría la señalización de la vía de RB1 y por 
lo tanto inhibiría la proliferación celular. Y en último lugar, ambos efectos son 
particularmente útiles ya que la actividad de CDK4/6 está desregulada en una amplia 




 Por todas estas características los inhibidores de CDK4/6 han ido optimizándose 
hasta que, el hoy reconocido palbociclib (PD-0332991, Pzifer), demostró efectividad 
en la inhibición de proliferación celular en cultivos in vitro y en modelos de 
xenoinjertos 140,141. Posteriormente, múltiples grupos han demostrado que los 
inhibidores de CDK4/6 detienen el ciclo celular a través del bloqueo de la 
fosforilación de pRB, p107 y p130 142. A partir de esta observación, se originó la base 
racional de que la selección de pacientes para el tratamiento de palbociclib fuera un 
gen RB1 wt, de manera que al inhibir CDK4/6 se detenga la proliferación en G1, 
impidiendo la fosforilación de pRB y por lo tanto bloqueando la progresión en el 
ciclo celular 134. En contraste a todo lo anterior, nuestros resultados in vitro muestran 
que empleando seis líneas celulares de cáncer urotelial todas mostraron una 
sensibilidad similar, independientemente de la presencia de mutación en RB1 y del 
tipo o grado del tumor del que fueron originadas. Sin embargo, en los ensayos de 
ciclo celular observamos que sí existen diferencias en la inhibición de CDK4/6, 
dependiente de si el gen RB1 está wt o mutado. Las células RB1 wt tratadas con 
palbociclib muestran una parada en ciclo celular en G1. Sin embargo, las células RB1 
mut muestran una parada de ciclo en fase G2, mostrando así que, aunque hay efecto 
en todas las líneas celulares, éste es diferente dependiendo de la presencia de 
mutación en RB1. Rivadeneira et al. han publicado que en el caso de células RB1 
mut de cáncer de hígado, la sensibilidad a palbociclib se debe al aumento de p107 
como compensación por la pérdida de pRB 143. Este mecanismo compensatorio ha 
sido publicado en algunos trabajos cuando existe una pérdida de pRB 131. Sin 
embargo, nuestros análisis mediante western blot no revelan un aumento 
compensatorio de p107 en las células con RB1 mut, pero si un aumento moderado de 
p130, aunque sin cambios en p16. Curiosamente, en las células RB1 wt si observamos 
un aumento de la expresión de p107, lo que nos indica un mecanismo de acción 
diferente a las células RB1 mut. Este efecto puede ser similar al reportado como 
consecuencia de la inactivación génica permanente del gen RB1 en ratón 131,144. 





Además de producir una parada del ciclo celular, el tratamiento de palbociclib 
ocasionó muerte celular en las células RB1 wt. Este resultado es concordante con 
publicaciones anteriores, en las que se muestra que la inhibición de las CDK´s 
desencadena apoptosis celular además del arresto proliferativo en fase G1 134,145. 
Recientemente se ha demostrado que el tratamiento de palbociclib en líneas de 
leucemia linfoblástica aguda (LLA) promueve apoptosis de manera independiente de 
la familia pRB mediante la inhibición de los complejos CDK6-CiclinaD3. Este 
mecanismo independiente se debería a la inhibición de enzimas relacionadas con el 
metabolismo glucolítico, reduciendo así el glutatión y el NADPH (antioxidantes), y 
provocando un aumento de especies reactivas de oxígeno y causando la apoptosis 146. 
Si estos cambios se producen en nuestras células de vejiga, y cómo esto podría estar 
relacionado con el estado de RB1 aún no ha sido explorado. Sin embargo, en el 
análisis de GSEA de los tumores que han sido tratados con palbociclib y cisplatino 
muestra alteraciones metabólicas (datos no mostrados). Por todo ello, no podemos 
descartar que el metabolismo también sea participe de la diferente respuesta 
terapéutica que encontramos, y podría el punto de partida de investigaciones futuras. 
2. FOXM1 actúa como diana de la inhibición de CDK4 /6. 
Como hemos destacado, los distintos ensayos realizados nos indican un 
mecanismo de acción diferente entre las células RB1 wt y las células RB1 mut. El 
análisis de los genes regulados por el tratamiento con palbociclib nos corroboró estas 
diferencias. Sorprendentemente, los análisis bioinformáticos revelaron que los genes 
disminuidos por el tratamiento con palbociclib son, en su mayoría, regulados 
positivamente por el regulador transcripcional FOXM1, superando incluso a los 
factores E2F reconocidos por su importante efecto en la regulación del ciclo celular. 
FOXM1 es un activador transcripcional relacionado con múltiples funciones 
oncogénicas 147,148 debido a que bajo su control se encuentran distintas actividades 
celulares como apoptosis, metástasis, angiogénesis, regeneración de tejido y 




es el control del ciclo celular, la forma funcionalmente activa regula la expresión de 
las proteínas del ciclo celular que son esenciales para la fase G1 a S y la progresión de 
la fase G2 a M. FOXM1 regula la proliferación celular a través de una expresión 
controlada de factores inhibidores que reprimen la entrada de fase S y M, como 
p21Cip1 y p27Cip1, y activando los activadores de CDK o las ciclinas, como CDK2-
ciclina 89,150. En un estudio de proteómica para ver los sustratos de CDK4/6 se vio que 
FOXM1 es una diana directa de esta CDK, de manera que la fosforilación de CDK4/6 
estabiliza y activa FOXM167. De acuerdo con este estudio, se observó que la 
fosforilación de FOXM1 está claramente reducida con el tratamiento de palbociclib y 
con el silenciamiento de CDK4 mediante el uso de lentivirus codificantes para 
shARNs. Además, esta reducción de los niveles de FOXM1 fosforilado es suficiente 
para producir inhibición en el crecimiento tumoral en los modelos in vivo, de forma 
independiente del estado del gen RB1. Análogamente, cuando aumentamos la 
expresión de la proteína FOXM1 observamos una mayor sensibilidad de palbociclib. 
Estos datos están en concordancia con un estudio realizado por Li y colaboradores en 
un metanálisis con 23 estudios identificados en PubMed y Medline. En el análisis se 
encontró que la expresión de FOXM1 está asociada a una peor supervivencia. 
También se vio que FOXM1 está relacionado con mal pronóstico en cáncer 
colorrectal, gástrico, hígado, pulmón y ovario y, como en nuestros análisis, el alto 
nivel de expresión de FOXM1 se asoció a un estadio tumoral avanzado, lo que 
muestra la relevancia de FOXM1 en el mantenimiento de las propiedades 
oncogénicas y su importancia como potencial diana terapéutica en tumores sólidos 
149. 
3. Importancia de FOXM1 en el cáncer de vejiga. 
En vista de los datos obtenidos, y para poder considerar el uso de palbociclib como 
terapia futura en el cáncer urotelial, es necesario analizar si FOXM1 también podría 
ser relevante en dicha enfermedad. Nuestros resultados indican que en una serie de 
pacientes de CUNMI, los niveles de expresión de FOXM1 discriminan entre 





muestras normales, tumores primarios y tumores recurrentes. El aumento de la 
actividad, analizado mediante los niveles de la fosforilación del residuo Thr-600 por 
CDK4/6, y de la expresión de FOXM1, discriminan los tumores primarios de alto 
grado, con riesgo de recurrencia y aquellos tumores que mostraron progresión en la 
recurrencia. Estos resultados están en concordancia con otras investigaciones en las 
que se ha visto que FOXM1 está aumentado en las muestras de tejido tumoral de 
cáncer de vejiga en comparación con las muestras normales 151 y que puede tener un 
valor pronóstico de recurrencia 152. Además, utilizando los genes identificados 
previamente como dianas de FOXM1 97,127 mediante ChIP-Seq pudimos diferenciar 
los diferentes subtipos del TCGA, mostrando que FOXM1 es un buen biomarcador 
para la estratificación de pacientes en los distintos subtipos de CU. Por otro lado, 
estudios recientes han demostrado que la inhibición de FOXM1 inhibe el 
crecimiento celular, la migración y la invasión en una variedad de tipos de tumores, 
incluidos los cánceres de páncreas y de mama, a través de la inhibición de factores 
involucrados en la angiogénesis y la degradación de la matriz extracelular, como el 
VEGF, MMP-2 y MMP-9 85,153. De hecho, se ha visto que el aumento de expresión de 
FOXM1 se asocia con un mal pronóstico en el cáncer de vejiga 149. Pocos compuestos 
han mostrado actividad contra las funciones de FOXM1, sin embargo algunos 
estudios han demostrado que el antibiótico thiostrepton interactúa directamente 
sobre la proteína de FOXM1 en líneas celulares de cáncer de mama proporcionando 
una base molecular para utilizar FOXM1 como diana terapéutica 154,155. De forma 
similar, en líneas celulares de carcinoma hepatocelular la inhibición de FOXM1 
mediante un péptido ARF (del inglés, alternative reading frame) induce la apoptosis 
156,157.  
Estas evidencias sugieren que la determinación de los niveles de FOXM1 podría 
ser empleado como biomarcador predictivo para la respuesta terapéutica al 
tratamiento con palbociclib, permitiendo una estratificación adecuada de los 




4. Utilización de palbociclib junto con el quimioterápico cisplatino. 
Una de las múltiples funciones que se ha demostrado que tiene FOXM1 en el 
cáncer es que confiere resistencia frente a varios agentes quimioterápicos 158–160. La 
quimioterapia basada en platino, como el cisplatino, se ha establecido durante mucho 
tiempo como el tratamiento de rutina de pacientes con cáncer de pulmón, cáncer de 
ovario, cáncer testicular y cáncer de vejiga 39,161. En particular, en el tratamiento del 
cáncer de vejiga, un amplio porcentaje de los pacientes no cumplen los 
requerimientos de inclusión necesarios para ser tratados con las dosis actuales de esta 
quimioterapia por comorbilidades asociadas a la edad y a otras patologías (pacientes 
“unfit”). Encontrar una alternativa que permita una disminución de la dosis podría 
tener una gran importancia, ya que permitiría la inclusión de un mayor número de 
pacientes que se beneficiarían de la quimioterapia. En su conjunto, nuestros datos 
indican que la posible inhibición de FOXM1, mediada por el tratamiento con 
palbociclib, podría conferir una mayor sensibilidad a cisplatino en el cáncer de 
vejiga. Otro punto importante, a tener en cuenta en la utilización de inhibidores de 
CDK4/6, es que estos compuestos pueden ser utilizados en combinación con otras 
terapias, como por ejemplo el letrozol, un inhibidor de aromatasa ampliamente 
utilizado en el tratamiento de cáncer de mama hormono-sensible después de cirugía. 
Estas combinaciones aumentan las opciones terapéuticas y pueden ofrecer una nueva 
alternativa a la resistencia de tales tratamientos 135,162. Nuestros experimentos in vitro 
sugieren que el tratamiento combinado de palbociclib y cisplatino permitiría el uso 
de dosis reducidas de cisplatino entre 20 y 500 veces. El uso de palbociclib en 
combinación con otros fármacos o quimioterápicos, y los beneficios de esta 
combinación han sido demostrados en una amplia variedad de trabajos 135,162. Otros 
grupos, por ejemplo, Gao et al, 2017, encontraron que en las células derivadas de 
cáncer de ovario tratadas con palbociclib este produce efectos anti-proliferativos 
además de cooperar para inducir muerte celular con paclitaxel 163. Sin embargo, la 
eficacia de los distintos agentes quimiterápicos depende de en qué punto del ciclo 
celular se produce la parada. Esto puede generar efectos antagónicos, aditivos o 





sinérgicos con los inhibidores de CDK4/6. En nuestra investigación hemos observado 
que la combinación de palbociclib y cisplatino tiene un efecto sinergico en todas las 
lineas celulares. En la búsqueda de mecanismos de acción subyacentes a estos efectos 
combinatorios observados encontramos algunos aspectos interesantes. Vimos que si 
aumentamos la expresion de FOXM1 en las lineas celulares aumentamos la 
resistencia a cisplatino y la sensibilidad a palbociclib. Por otro lado, si disminuimos 
la expresion de CDK4 en las lineas tumorales vemos que no afecta a las dosis de 
cisplatino y sin embargo, produce resistencia al tratamiento con palbociclib. Estos 
resultados respaldarían nuestra hipótesis de que FOXM1 está relacionado con 
resistencia a cisplatino y es una diana del tratamiento de palbociclib en cáncer de 
vejiga. Para aclarar el papel de FOXM1 se decidió utilizar celulas con una expresión 
aumentada y disminuída de FOXM1 en ensayos combinados con los dos fármacos, en 
este experimento vimos que la presencia y ausencia de FOXM1 en general no afecta 
en la sinergia que muestran los dos fármacos unidos. Por lo contrario, otro grupo de 
investigación destaca que la inhibicion de CDK4/6 antagonizan con el efecto 
apoptotico de las terapias citotoxicas el lineas de cáncer mamario 164. Curiosamente, 
esta combinación también produjo efectos antagónicos sobre el crecimiento celular 
del adenocarcinoma ductal pancreático 165. La combinación de inhibición de CDK4 / 
6 con quimioterapia con carboplatino o paclitaxel en células de cáncer de ovario 
mostró interacciones aditivas o sinérgicas cuando se utilizaron concomitantemente, 
mientras que el tratamiento de las células con inhibidores de CDK4/6 24 horas antes 
de la quimioterapia causó un efecto antagónico 166. En los ensayos in vivo del 
tratamiento combinado de palbociclib con cisplatino utilizando xenoinjertos de las 
celulas tumorales en ratones inmunodeficientes, corroboramos esta sinergia y 
observamos una regresión tumoral, que en los tratamientos de cisplatino como unico 
agente terápico no se obtuvo. De manera análoga, existen varias publicaciones 
científicas que apoyan nuestros resultados sobre la relevancia de niveles de FOXM1 
en la resistencia y sensibiliad al cisplatino en cáncer de mama 159, cáncer gástrico 167 y 




Debido a que la actividad de la quimioterapia generalmente requiere la progresión 
del ciclo celular, la combinación o administración secuencial de esta clase de 
medicamentos con inhibidores de CDK4/6 puede ser importante para lograr la 
sinergia y evitar el posible antagonismo. Aunque los estudios sobre FOXM1 en el 
cáncer de vejiga humano son todavía escasos, en conjunto, estas observaciones 
respaldan claramente la posibilidad de que el palbociclib solo o en combinación con 
otras terapias pueda ser una herramienta relevante para el tratamiento clínico del 
cáncer de vejiga. 
5. Empleo de palbociclib en combinación con cisplatino en un modelo 
de ratón de cáncer de vejiga metastásico inmunocompetente. 
Los ratones transgénicos son herramientas que permiten expresar o suprimir 
determinados genes en tejidos concretos y analizar cómo estas modificaciones 
afectan a los mecanismos moleculares que tienen lugar durante la carcinogénesis. En 
este trabajo hemos considerado una aproximación de estudio basada en la 
recombinación tejido específica e inducible.  
Los miembros de la familia de genes de retinoblastoma han sido descritos como 
moduladores esenciales en la progresión del ciclo celular 169. Para considerar 
completamente la actividad independiente de RB1 en el tratamiento con palbociclib, 
hemos generado ratones eliminando el gen RB1 (pRB), en un fondo genético con 
RBL1 (p107) nulo. Este último para evitar posibles mecanismos compensatorios entre 
p107 y pRB 131,170. 
Las mutaciones de TP53 o PTEN se encuentran entre los eventos causales más 
frecuentes en muchos cánceres, y su inactivación combinada tiene profundas 
consecuencias para la tumorigénesis en numerosos contextos, incluyendo linfoma 171, 
cáncer de próstata172, glioblastoma 173 y meduloblastoma 174. Estudios anteriores del 
grupo indicaron que las funciones de PTEN como supresor tumoral se relacionan con 
la regulación del ciclo celular llevada a cabo por pRB y p107 175. Las mutaciones en el 





gen TP53 se relacionan con un mayor potencial metastásico de los tumores humanos. 
De hecho, trabajos realizados en nuestro grupo han demostrado que los modelos 
deficientes en p53 o pRB y p53 comparten ciertas propiedades con distintos tumores 
humanos que se caracterizan por un peor pronóstico y una mayor incidencia de 
metástasis 176. De hecho, el principal papel de p53 en el cáncer de vejiga invasivo está 
bien establecido 177,178. En 2009, Puzio-Kuter identificó que en el cáncer de vejiga 
tanto humanos como en modelos murinos la pérdida de la función simultánea de 
PTEN y p53 tiene consecuencias perjudiciales y permite identificar un subgrupo de 
pacientes con enfermedad particularmente agresiva. En el modelo murino además, la 
eliminación combinada de p53 y PTEN en el urotelio vesical produce tumores 
invasivos 117. 
Con el fin de caracterizar mejor este modelo transgénico los tumores y metástasis 
obtenidas del modelo múrido se compararon frente a urotelio normal en un análisis 
transcriptómico, mostrando un patrón similar al subtipo humanos de CU basal 
escamoso, y un patrón opuesto a los subtipos humanos de CU luminal papilar y 
luminal. Además, en base a la reducción de PTEN y al aumento de actividad de AKT, 
ERK, S6 y STAT3, verificamos frente a muestras proteómicas de TCGA, que estas 
características se encuentran un grupo específico de CU, enriquecido sobre todo en 
los subtipos basal-escamoso, luminal infiltrado y neuronal. Este mismo grupo 
tumoral se caracteriza por la presencia simultáneamente de mutaciones en TP53 y 
RB1, mayor número de metástasis y una menor supervivencia de los pacientes. 
Todos estos resultados en conjunto demostrarían que el modelo de raton CKO 
representa fielmente un modelo de cáncer de vejiga humano, y por lo tanto es una 
buena herramienta para los estudios in vivo pre-clínicos. 
Para estudiar el efecto del palbociclib en un contexto más fisiológico que los 
estudios in vitro empleamos un modelo condicional utilizando adenovirus 
codificantes para la Cre-recombinasa, que al utilizar el promotor de la queratina 5 116 
permite la delección del gen en interés en células basales uroteliales. La aplicación 




secuencias loxP y, en consecuencia, la delección de los genes de interés Rb1, Pten y 
Trp53 en un fondo genético con Rbl2 (p107) nulo creando así un modelo con una 
deleción cuádruple. Los tumores uroteliales invasivos surgen a partir de la 
combinación de múltiples alteraciones genómicas simultáneas, entre las que se 
destacan las de los genes TP53, RB1 y PTEN. Durante décadas, los defectos 
combinados de pRb / p53 han sido casi sinónimos de carcinomas uroteliales invasivos 
de músculo, en gran parte debido a la correlación clínica entre los 
dos. Aproximadamente el 50% de los carcinomas uroteliales invasivos albergan 
mutaciones de p53 y expresión aberrante de pRb simultáneamente, y estas dos 
alteraciones se asocian más significativamente con un pronóstico desfavorable y la 
supervivencia del paciente que una sola alteración 179. Mientras que las mutaciones 
inactivadoras de RB1 son raras, la reducción o pérdida de la expresión de RB1 
representa el 40–50% de los carcinomas invasivos, y está fuertemente asociada con 
un resultado clínico deficiente. Todas las proteínas de la familia pRb, incluida la 
propia pRb, p107 y p130, se expresan de manera uniforme en todas las capas 
uroteliales. Parece, por lo tanto, que las proteínas de la familia pRb desempeñan un 
papel redundante en la prevención de la progresión del ciclo celular urotelial, 
manteniendo así su crecimiento y proliferación al mínimo. Si este fuera el caso, 
entonces se podría predecir que la anulación de uno de los miembros de la familia 
pRb no sería suficiente para acelerar el crecimiento urotelial o la tumorigénesis y 
que la deficiencia de un miembro podría incluso conducir a una inducción 
compensatoria de otro. Cuando se eliminó pRb en las celulares uroteliales de ratones 
mediante el sistema Cre-LoxP se observó una inducción de p107 (Rbl1) 180. Los 
tumores de vejiga que tienen anomalías adquiridas dentro de la vía PI3K/AKT se 
asocian con un fenotipo más agresivo y tasas de supervivencia bajas. Además, la 
pérdida de PTEN se ha asociado con el aumento de grado y estadio de los tumores 
papilares 117. Nuestros resultados demuestran que efectivamente la supresión de estos 
cuatro genes (Rb1, Pten, Trp53, Rbl1) en las células basales de la vejiga produce 
tumores en un período de 90-120 días. Estos tumores invaden la capa muscular de la 





vejiga y muestran un gran potencial metastásico, llegando a órganos distales como el 
hígado, el pulmón y la cavidad peritoneal. Esta capacidad metastásica también se 
observa en los tumores de vejiga avanzados humanos 117,181. La caracterización del 
transcriptoma completo de los tumores primarios y sus metástasis en comparación 
con el tejido de vejiga control (obtenido de vejigas de ratones hermanos no 
inoculados con el adenovirus) por GSEA mostró un aumento de la expresión de los 
genes diana de factores de transcripción E2F y MYC, la inducción una transición 
epitelio-mesénquima, y en las vías de señalización relacionadas con el punto de 
control de ciclo celular G2/M. Todas estas vías de señalización también han sido 
reportados en la carcinogénesis humana del cáncer de vejiga 182.  
Por otra parte, cuando realizamos análisis de ontología génica empleando una 
herramienta web (Gene Set Enrichment Analysis) que permite explorar si los genes 
expresados diferencialmente están asociados con un determinado proceso biológico o 
función molecular, encontramos una inducción significativa de genes involucrados 
en ciclo celular, reparación/replicación del ADN y genes involucrados en la 
remodelación de la cromatina, principalmente unidos a los factores de transcripción 
E2F, MYC, y muy notablemente a FOXM1. Los genes que se encontraron 
disminuidos en esta comparativa estaban principalmente involucrados en la 
señalización de VEGF, la regulación negativa de la señalización intracelular y la 
organización de la matriz extracelular, y estaban relacionados con reguladores 
transcripcionales, incluidos los miembros de Polycomb. Esto último está acorde con 
hallazgos previos de nuestro grupo que, en trabajos publicados anteriormente, hemos 
demostrado las actividades oncogénicas de EZH2 y/o BMI que al reprimir la 
expresión de los miembros de la familia miR-200 conduce a la posterior regulación 
de los factores de transcripción que promueven la EMT (ZEB1 y ZEB2) y favorece el 
comportamiento invasivo de las células tumorales y la progresión en tumores 
invasivos uroteliales 183. Finalmente, observamos una superposición significativa de 
los genes desregulados en este modelo múrido con genes desregulados contenidos en 




vejiga (base de datos de Oncomine), que también tienen un mal pronóstico clínico y 
mutaciones en el gen RB1. 
Partiendo de este modelo en el cual presenta similitud con tumores humanos 
exploramos la eficacia del tratamiento combinado de palbociclib y cisplatino. Al 
igual que observamos en las líneas celulares derivadas de tumores humanos, el 
tratamiento combinado resultó muy eficiente como terapia antitumoral, 
produciendo una disminución del crecimiento tumoral y una reversión de patrones 
genéticos característicos de células tumorales tales como un aumento de marcadores 
de apoptosis (caspasa-3 activada) y la disminución de marcadores relacionados con la 
proliferación tumoral como pH3 y la BrdU. Los análisis transcriptómicos de los 
tumores de ratón tratados mostraron que además de la reducción de FOXM1 
también hay una expresión reducida de EZH2. Este dato no es trivial, ya que el 
aumento de expresión de las proteínas pertenecientes al complejo de represión 
Polycomb 2 (PCR2), como EZH2, es una característica común de varios tumores 
humanos, incluido el cáncer urotelial, y está involucrada en el desarrollo y la 
progresión de estos tumores 180. La disminución de EZH2 puede deberse a la 
represión de algunos factores E2Fs activadores, como el E2F3a con el tratamiento. En 
particular E2F3a ha sido reportado repetidamente como el principal regulador de 
EZH2 en cáncer de vejiga 118,184,185. Finalmente, en los tumores con el doble 
tratamiento se puede ver un infiltrado linfocitario, siendo un claro ejemplo de 
respuesta inmune. Esto se ha visto también en tumores de mama posterior al 
tratamiento con inhibidores de CDK4/6 y se ha asociado a una respuesta inmune 
antitumoral 186,187 . Particularmente en cáncer de vejiga, como se ha mencionado 
antes, en los últimos 30 años las opciones de tratamiento no había tenido muchas 
mejoras hasta que en los últimos años se han aprobado varios ensayos clínicos con 
terapias de inhibidores de puntos de control inmune 188. Por este motivo, una posible 
investigación futura sería caracterizar este infiltrado inmune, para poder examinar si 
el efecto de palbociclib, solo o en combinación con cisplatino, conferiría una mayor 





sensibilidad a estas inmunoterapias y de esta manera lograr que un mayor número de 
pacientes se puedan beneficiar de este tipo de terapias combinadas.  
Todos los hallazgos expuestos en este trabajo representan la base racional para 
posibles ensayos clínicos en pacientes con cáncer de vejiga, apoyando la eficacia de 
palbociclib, solo o en combinación con otras terapias. Además, nuestro estudio 
destaca el valor de integrar los análisis de un modelo de ratón relevante con datos de 
líneas celulares y tumorales humanos correlativos y funcionales para delinear vías de 
tumorigénesis, identificar objetivos racionales para la intervención terapéutica y 
evaluar la eficacia de dichos objetivos en estudios preclínicos. Aunque los estudios 
sobre FOXM1 en el cáncer de vejiga humano son todavía escasos, en conjunto, estas 
observaciones respaldan claramente la posibilidad de utilizar este gen como 


























I. La sensibilidad a la inhibición de CDK4/6 por el inhibidor palbociclib en líneas 
de CU es independiente de la presencia de mutaciones en el gen RB1 tanto in 
vitro como in vivo. No obstante, el efecto en el ciclo celular es diferente entre las 
células RB1 mutantes o wt.  
II. Parte de los efectos de palbociclib se deben a la inhibición de la fosforilación del 
factor de transcripción FOXM1. La expresión de la forma fosforilada Thr600 de 
FOXM1 es un marcador de mal comportamiento clínico en cáncer urotelial, y 
podría ser utilizado como predictor de recurrencia temprana, y de respuesta a 
palbociclib. 
III. La administración combinada de palbociclib con cisplatino muestra un efecto 
sinérgico tanto in vitro como in vivo. Esta sinergia es mediada parcialmente por 
la expresión de FOXM1. 
IV. La eliminación simultánea de los genes codificantes para p107, pRB, p53 y PTEN 
en las células basales del urotelio, produce el desarrollo de tumores de cáncer de 
urotelial invasivo y metastásico. 
V. El tratamiento combinado empleando palbociclib y cisplatino de los ratones del 
modelo transgénico conduce a una disminución de la carga metastásica y un 
aumento de la supervivencia global de los animales.  
VI. El tratamiento combinado de palbociclib más cisplatino en los ratones CKO 
produce una reducción de la activación de vías oncogénicas determinadas, y un 
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Pacientes (n) 87 



















Alteraciones en mucosa normal 
Displasia=6 
Metaplasia=1 
Cistitis Glandular =1 
Instilaciones Vesicales 
ND=23 
Sí=15 (14 BCG; 1 mitomicina) 
No=52 
Seguimiento, media (rango) 864d (34-1123) 
Tamaño tumoral, media (rango) 2 cm (0,5-7) 
Número de tumores, media (rango) 1 (1-10) 
Eventos de Recurrencia 
ND = 11 
Recurrencia=43 
No recurrencia=33 












Anexo I. Parámetros clínicos y valoraciones de tinciones inmunohistoquímicas de las muestras de tumores de 
mama humanos. 
ND= No Determinado; NUPBPM=Neoplasia urotelial papilar de bajo potencial maligno; CIS= carcinoma 
plano in situ. 
 










Anexo II. Mapa del plásmido utilizado para la sobreexpresión recombinante de FOXM1.  












Anexo III. Mapa del plásmido lentiviral de segunda generación utilizado para el silenciamiento de 
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Abstract
Purpose: Bladder cancer is a clinical and social prob-
lem due to its high incidence and recurrence rates. It
frequently appears in elderly patients showing other
medical comorbidities that hamper the use of standard
chemotherapy. We evaluated the activity of CDK4/6
inhibitor as a new therapy for patients unﬁt for cisplatin
(CDDP).
Experimental Design: Bladder cancer cell lines were tested
for in vitro sensitivity to CDK4/6 inhibition. A novelmetastatic
bladder cancer mouse model was developed and used to test
its in vivo activity.
Results: Cell lines tested were sensitive to CDK4/6 inhibi-
tion, independent on RB1 gene status. Transcriptome analyses
and knockdown experiments revealed amajor role for FOXM1
in this response. CDK4/6 inhibition resulted in reduced
FOXM1 phosphorylation in vitro and in vivo and showed
synergy with CDDP, allowing a signiﬁcant tumor regression.
FOXM1 exerted important oncogenic roles in bladder cancer.
Conclusions: CDK4/6 inhibitors, alone or in combination,
are a novel therapeutic strategy for patients with advanced
bladder cancer previously classiﬁed as unﬁt for current treat-
ment options. Clin Cancer Res; 1–13. 2018 AACR.
Introduction
Bladder cancer is the most common malignancy of the urinary
tract (1). At diagnosis, two major classes of bladder cancer are
distinguished (2): approximately 75% of patients present a non-
muscle–invasive disease (NMIBC, stage Ta, T1 or CIS), while the
rest of the patients (25%) show a tumor already invading the
muscle layers (MIBC stage T2 or higher). NMIBC is considered a
relatively indolent tumor, and treated by transurethral resection
(3). In the case of high-risk tumors, this can be followed by
intravesical instillation with Bacillus Calmette-Guerin or mito-
mycin (3). Nevertheless, NMIBC displays one of the highest
recurrence rates among all cancers, and a signiﬁcant part of these
recurrences shows tumor progression toward MIBC (4). The
treatment ofMIBC includes a radical cystectomy usually followed
by cisplatin (CDDP)-based chemotherapy (5). Unfortunately, the
disease becomes metastatic in a high proportion of the cases
(50%–70%), leading to extremely low survival rates (5, 6). This
scenario aggravates when considering the elevated mean age of
patients at diagnosis, associated to frequent and severe comor-
bidities in almost 50% of patients with MIBC (6). Such patients,
often called "unﬁt", are not candidates to CDDP treatment having
few therapeutic options (6). In spite of multiple trials aimed to
develop new therapeutic options for patients with bladder cancer,
few improvements have occurred in the last decades with the
exception of immune checkpoint inhibitors. In this regard,
although these inhibitors have demonstrated promising results
in some cases, the proportion of patients who shows objective
responses to these therapies is still very limited (20%–35%;
refs. 7–9). Consequently, there is an urgent need of new avenues
for the management of advanced bladder cancer.
The molecular portrait of bladder cancer has identiﬁed
multiple alterations that could be actionable through
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